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RESUMEN 
Las especies del género Fusarium son los mohos encontrados más frecuentemente en cultivos 
de cereales en las regiones templadas. Muchas de estas especies poseen la capacidad de 
producir micotoxinas, un grupo diverso de sustancias tóxicas para seres humanos y animales. 
Las fumonisinas son una familia de micotoxinas que se encuentran predominantemente en 
maíz y sus productores principales son F. verticillioides y F. proliferatum. Estas micotoxinas 
han sido clasificadas como “agente posiblemente carcinogénico en humanos” por la Agencia 
Internacional para la Investigación del Cáncer y se han delimitado sus contenidos máximos en 
los alimentos destinados al consumo humano y animal en la Unión Europea y en otros países. 
En Galicia, a pesar de existir un clima favorable para el desarrollo de mohos, apenas se ha 
investigado la presencia de especies micotoxigénicas o la contaminación con micotoxinas en 
maíz u otros cereales. Actualmente, no existe información concreta sobre qué factores 
ambientales y/o genotípicos determinan el nivel de infección fúngica y el contenido de 
fumonisinas en los granos en el momento de cosecha. Este conocimiento es importante y 
necesario a la hora de valorar el riesgo y tomar decisiones de prevención de la contaminación 
con fumonisinas. Por esta razón, en el presente trabajo se ha estudiado cuáles son estos 
factores, el peso que tiene cada uno de ellos y en qué momentos a lo largo del periodo de 
cultivo son críticos para la infección por F. verticillioides y la contaminación con fumonisinas 
de los granos de maíz. También se ha determinado el grado de presencia de otras especies de 
Fusarium en los granos para valorar el riesgo de contaminación con otras micotoxinas. Al 
mismo tiempo, se ha querido averiguar cómo influyen los factores ambientales, bióticos y 
abióticos, en el proceso de infección fúngica y de acumulación de fumonisinas a lo largo del 
desarrollo fisiológico y secado del grano en campo. Por último, y de forma paralela, se ha 
evaluado la resistencia a la acumulación de fumonisinas de cuatro híbridos de maíz blanco 
tras inoculación artificial con un aislado local de F. verticillioides. 
Como resultado de este trabajo, podemos confirmar que F. verticillioides es la especie más 
abundante y la principal productora de fumonisinas en los granos de maíz cultivado en 
Pontevedra. Con menor frecuencia, se detectaron otras especies micotoxigénicas del género 
Fusarium por lo que existe un riesgo potencial de contaminación con otras micotoxinas. Las 
 
 
siembras tardías y las cosechas tempranas fueron menos favorables para la infección por F. 
verticillioides, su desarrollo y la acumulación de fumonisinas en los granos, por lo que su 
aplicación es recomendable para reducir la contaminación con estas micotoxinas. Se observó 
que la contaminación con fumonisinas estuvo especialmente influenciada por las condiciones 
ambientales durante la floración y durante el secado del grano. Es necesario ser cauteloso 
cuando las condiciones climáticas durante la floración son más secas y calurosas, y tratar de 
evitar, mediante recolecciones tempranas, las precipitaciones intensas antes de la cosecha y 
daños mayores en los granos, producidos principalmente por insectos. El uso de variedades 
con cierta resistencia a la polilla, al taladro y con una buena cobertura de brácteas puede ser 
una herramienta útil para reducir el riesgo de contaminación con fumonisinas. 
A lo largo del desarrollo de los granos, el aumento significativo de la concentración de 
fumonisinas se produjo a partir de la madurez fisiológica y durante el secado en campo. Este 
aumento fue favorecido por la disminución de las temperaturas y por el crecimiento fúngico, 
favorecido, a su vez, por el daño de polilla, e indicando que, además del estado de desarrollo 
del grano, las condiciones ambientales locales durante el secado en campo pueden ser 
decisivas en la acumulación de fumonisinas. 
Finalmente, se ha verificado el comportamiento estándar del aislado local de F. verticillioides 
y su capacidad de producir fumonisinas, y se ha confirmado, mediante inoculación artificial, 
la resistencia parcial del híbrido de maíz blanco EP10 x EC22 a la acumulación de 
fumonisinas en los granos. 
 
 
RESUMO 
As especies do xénero Fusarium son os mofos atopados máis frecuentemente nos cultivos de 
cereais nas rexións temperadas. Moitas destas especies posúen a capacidade de producir 
micotoxinas, un grupo diverso de substancias tóxicas para seres humanos e animais. As 
fumonisinas son unha familia de micotoxinas que se atopa predominantemente no millo e os 
seus produtores principais son F. verticillioides e F. proliferatum. Estas micotoxinas foron 
clasificadas como "axente posiblemente carcinoxénico en humanos" pola Axencia 
Internacional para a Investigación do Cancro e delimitáronse os seus contidos máximos nos 
alimentos destinados ó consumo humano e animal na Unión Europea e noutros países. 
En Galicia, a pesar de existir un clima favorable para o desenvolvemento dos mofos, non se 
investigou apenas a presenza de especies micotoxixénicas ou a contaminación con 
micotoxinas no millo ou noutros cereais. Actualemente, non existe información concreta 
sobre qué factores ambientais e/ou xenotípicos determinan o nivel de infección fúnxica e o 
contido de fumonisinas nos grans no momento da colleita. Este coñecemento é preciso e 
importante á hora de valorar o risco e tomar decisións de prevención da contaminación con 
fumonisinas. Por esta razón, no presente traballo estudouse cales son estes factores, o peso 
que ten cada un deles e en que momentos ó longo do período de cultivo son críticos para a 
infección por F. verticillioides e a contaminación con fumonisinas dos grans de millo. Tamén 
se determinou a presenza doutras especies de Fusarium nos grans para valorar o risco de 
contaminación con outras micotoxinas. Ó mesmo tempo, quíxose saber como inflúen os 
factores ambientais, bióticos e abióticos, no proceso de infección fúnxica e de acumulación de 
fumonisinas ó longo do desenvolvemento fisiolóxico e secado do gran no campo. Por último, 
e de forma paralela, avaliouse a resistencia á acumulación de fumonisinas de catro híbridos de 
millo branco tras inoculación artificial cun illado local de F. verticillioides.  
Como resultado deste traballo, podemos confirmar que F. verticillioides é a especie máis 
abundante e a principal produtora de fumonisinas nos grans do millo cultivado en Pontevedra. 
Con menor frecuencia, detectáronse outras especies micotoxixénicas do xénero Fusarium 
polo que existe un risco potencial de contaminación con outras micotoxinas. As sementeiras 
tardías e as colleitas temperás foron menos favorables para a infección por F. verticillioides, o 
 
 
seu desenvolvemento e a acumulación de fumonisinas nos grans, polo que a súa aplicación é 
recomendable para reduci-la contaminación con estas micotoxinas. Observouse que a 
contaminación con fumonisinas estivo especialmente influenciada polas condicións 
ambientais durante a floración e durante o secado do gran. É preciso ser cauteloso cando as 
condicións climáticas durante a floración son máis secas e calidas, e tratar de evitar, mediante 
recoleccións temperás, as precipitacións intensas antes da colleita e danos maiores nos grans, 
producidos principalmente por insectos. O uso de variedades con certa resistencia ós barrenos, 
á traza do millo e cunha boa cobertura de brácteas pode ser unha ferramenta útil para reducir o 
risco de contaminación con fumonisinas.  
Ó longo do desenvolvemento dos grans, o aumento significativo da concentración de 
fumonisinas produciuse a partir da madureza fisiolóxica e durante o secado en campo. Este 
aumento foi favorecido pola diminución das temperaturas e polo crecemento fúnxico, 
favorecido, á súa vez, polo dano da traza do millo, e indicando que, ademais do estado de 
desenvolvemento do gran, as condicións ambientais locais durante o secado en campo poden 
ser decisivas na acumulación de fumonisinas. 
Finalmente, verificouse o comportamento estándar do illado local de F. verticillioides e a súa 
capacidade de producir fumonisinas, e confirmouse, mediante inoculación artificial, a 
resistencia parcial do híbrido de millo branco EP10 x EC22 á acumulación de fumonisinas 
nos grans. 
  
 
 
ABSTRACT 
Fusarium species are the most common moulds found in cereal crops in temperate regions. 
Many of these species produce mycotoxins, a diverse group of compounds that are toxic to 
humans and animals. Fumonisins are a family of mycotoxins found mainly in maize. They are 
produced mostly by F. verticillioides and F. proliferatum. Fumonisins were classiﬁed as 
possibly carcinogenic to humans by the International Agency for Research on Cancer (IARC), 
and maximum levels for fumonisin content in food and feed have been setting in the 
European Union and other countries. 
In Galicia, even though weather is favorable for fungal growth, there has been scarce research 
on the occurrence of mycotoxigenic fungi or contamination with mycotoxin in maize or other 
cereals. Currently, there is no specific information on the environmental and/or genotypic 
factors that determine fungal infection and fumonisin content in kernels at harvest. This 
knowledge is important and necessary when assessing the risk and make decisions to prevent 
fumonisin contamination. For this reason, in this study we investigated what these factors are, 
the weight of each of them and at what times during the growing season are critical for 
infection by F. verticillioides and fumonisin contamination of maize kernels. It has also been 
determined the occurrence of Fusarium species on maize kernels to assess the risk of 
contamination with other mycotoxins. Moreover, the influence of environmental factors in the 
process of fungal infection and fumonisin accumulation throughout the physiological 
development and drying of maize kernels has been studied. Finally, we evaluated the 
resistance to fumonisins accumulation four white corn hybrids after artificial inoculation with 
a local isolate of F. verticillioides. 
As a result of this study, we can confirm that F. verticillioides is the most abundant Fusarium 
species and the main producer of fumonisins in maize kernels grown in Pontevedra. Other 
Fusarium species were found in smaller percentage, showing there is a potential risk of 
contamination with other mycotoxins. Late sowings and early harvests are recommended to 
reduce contamination with fumonisins because they were less favorable for infection by F. 
verticillioides, fungal development and fumonisins accumulation in maize kernels. Fumonisin 
contamination was mainly influenced by environmental factors during flowering and kernel 
 
 
drying. Special attention should be given when weather during flowering are drier and 
warmer. Heavy rainfall before harvest and greatest kernel damage produced by insects should 
be avoided by performing earlier harvests. The use of maize varieties resistant to the 
Angoumois grain moth, to corn borers and with good husk coverage can be a useful tool to 
reduce the risk of contamination with fumonisins. 
Throughout kernel development, the significant increase of fumonisin content took place from 
physiological maturity and kernel drying in the field. This increase was favored by lower 
temperatures and higher fungal growth, favored, in turn, by the Angoumois grain moth 
damage. These results showed that besides the stage of kernel development, local 
environmental conditions during field drying can be decisive in the accumulation of 
fumonisins. 
Finally, it has been verified the standard behavior of the local isolate of F. verticillioides and 
its ability to produce fumonisins, and the partial resistance of the white maize hybrid EP10 x 
EC22 to the accumulation of fumonisin in kernel was confirmed by artificial inoculation. 
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 CAPÍTULO 1: 
Introducción general 
 
1.1. El cultivo de maíz (Zea mays L.) en el mundo 
Los cereales forman parte de la alimentación básica de la humanidad desde el nacimiento de 
la agricultura y siguen siendo en la actualidad los cultivos más extendidos. El maíz es el 
cereal con mayor producción en toneladas a nivel mundial, seguido del arroz y el trigo, y su 
cultivo se extiende prácticamente por todo el mundo. En el año 2011 se alcanzó una 
producción de más de 883 millones de toneladas de este cereal según datos de la 
Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentación (FAO), de los cuales 
más de 66 millones se produjeron en la Unión Europea (FAOSTAT, 2011).  
Figura 1.1. A: plantas de maíz; B: mazorca en floración con los estilos (sedas) expuestos sobresaliendo de entre 
las brácteas; C: granos rodeando el raquis en la sección transversal de una mazorca (Purdue University); D: 
mazorcas de maíz tras la cosecha. 
A    B   D  
El maíz es una monocotiledónea perteneciente a la familia Poaceae. De forma breve, podemos 
describir la planta de maíz como una planta de ciclo anual, de reproducción alógama y 
monoica con inflorescencias femenina (espiga) y masculina (panícula) situadas en la misma 
C 
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planta de forma separada (Figura 1.1). El tallo es recto y rígido y está dividido en nudos y 
entrenudos. Las hojas se disponen de forma dística y rodean al tallo con la vaina. Las espigas 
están formadas por un raquis sobre el que se insertan las flores que dan lugar a los granos, y 
están recubiertas y protegidas por una capa de espatas o brácteas, formando la mazorca. Los 
estilos de las flores son conocidos como sedas y sobresalen por la parte superior de las 
brácteas en el momento de floración. Las mazorcas se sitúan en las axilas foliares y la 
panícula, con las flores masculinas, en la región apical del tallo. En regiones templadas el 
maíz es un cultivo de verano: se siembra en primavera y se recoge en otoño. 
El maíz es uno de los ejemplos más utilizados para ilustrar la modificación genética ejercida 
por los seres humanos sobre especies vegetales y animales a lo largo de su existencia. El maíz 
moderno (Zea mays ssp. mays) es el resultado de la domesticación del teosinte Balsas (Zea 
mays ssp. parviglumis), comenzada hace alrededor de 10.000 años en Centroamérica 
(Matsuoka, 2005). Desde entonces se ha ejercido sobre él una selección dirigida a mejorar su 
cultivo y su rendimiento por todo el mundo, desarrollándose variedades locales adaptadas a 
las condiciones de cada región. Actualmente, la mayor parte del maíz cultivado es híbrido, 
obtenido con técnicas de mejora genética, el cual representa en España más de un 97% del 
maíz cultivado (MAGRAMA, 2011). La mejora genética del maíz y la selección de nuevas 
variedades, además de perseguir el aumento del rendimiento de forma directa, también está 
dirigida a mejorar su resistencia frente a diferentes factores bióticos y abióticos que pueden 
reducir su calidad y rendimiento, como plagas, patógenos, malas hierbas y condiciones 
climáticas adversas como el frío o la sequía. 
1.2. Importancia de la contaminación de los cultivos con micotoxinas 
Los hongos, entre ellos los mohos, son los causantes de la mayor parte de las enfermedades 
infecciosas en las plantas (Agrios, 2005). Las enfermedades causadas por mohos en cultivos 
son de gran importancia no sólo por las consecuencias económicas y sociales que conlleva la 
pérdida de producción, sino también por las consecuencias sobre la salud de seres humanos y 
animales. Algunas especies fúngicas producen sustancias tóxicas denominadas micotoxinas. 
Las micotoxinas son productos del metabolismo secundario de los mohos que conforman un 
conjunto diverso de moléculas con distintas propiedades químicas, biológicas y toxicológicas 
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que representan riesgos elevados para la salud de seres humanos y animales si estos las 
consumen (Bennet y Klich, 2003). Muchas especies productoras de micotoxinas crecen sobre 
cultivos destinados a la alimentación humana y animal o pueden aparecer durante su 
almacenamiento, lo que origina un alto riesgo para la salud ya que muchos alimentos pueden 
verse contaminados. Los daños que causan las micotoxinas en animales y seres humanos 
varían de unas a otras, así como los órganos diana y su grado de toxicidad (Bennet y Klich, 
2003; D’Mello et al., 1999). Los efectos que ocasionan pueden ser de tipo agudo o crónico 
dependiendo del tiempo de exposición y la cantidad de micotoxinas consumidas. Afectan a 
varios órganos y sistemas, principalmente a hígado y riñones, y a los sistemas inmune, 
endocrino y nervioso. Pueden tener efectos mutagénicos y afectar al desarrollo embrionario y, 
consumidas de forma continuada, pueden resultar cancerígenas. Algunas micotoxinas son 
tóxicas por contacto, pudiendo absorberse por la piel e incluso, en algunos casos, se ha visto 
que pueden mostrar su toxicidad al ser inhaladas junto a las esporas fúngicas que las portan. 
Los efectos sobre la salud del consumo de cereales contaminados con mohos se han 
observado desde la antigüedad (Ramos et al., 2011). Se sabe que a lo largo de la historia ha 
habido diversos brotes de intoxicaciones entre la población humana en todo el mundo 
relacionados con el consumo de cereales en mal estado, sobre todo en épocas de hambruna y 
guerras. Son muy citados los brotes de ergotismo sucedidos a lo largo de la historia causados 
por el consumo de centeno, trigo y cebada contaminados por el hongo Claviceps purpurea y 
otros mohos relacionados. Otro ejemplo más reciente fueron las intoxicaciones masivas 
sucedidas en Rusia en la primera mitad del siglo XX que causaron la muerte de miles de 
personas y que se asociaron con la elevada presencia del moho Fusarium sporotrichioides en 
cereales. Ahora se sabe que este moho produce la micotoxina T-2 de la familia de los 
tricotecenos, que entre otros efectos es un potente inmunosupresor, por lo que pudo favorecer 
la aparición de otras enfermedades (Soriano del Castillo, 2007; Ramos et al., 2011). 
Epidemias de gastroenteritis en Japón, Corea, China e India sucedidas en el siglo XX también 
se han relacionado con el consumo de alimentos contaminados con Fusarium y con las altas 
concentraciones detectadas de tricotecenos, concretamente deoxinivalenol (Pestka, 2010). Las 
micotoxinas también son un problema de salud animal, ya que generalmente los alimentos de 
peor calidad o que son desechados para consumo humano son utilizados en la alimentación 
animal y hay registrados numerosos ejemplos de brotes de micotoxicosis en animales, lo que, 
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de hecho, llevó al descubrimiento de las micotoxinas (D’Mello et al., 1999; Bennet y Klich, 
2003; Morgavi y Riley, 2007). 
Los cultivos más susceptibles a la contaminación con micotoxinas son los cereales, los frutos 
con cáscara y algunas frutas, así como sus productos derivados (Sanchís et al., 2004). De 
todas las micotoxinas identificadas hasta el momento, cinco familias son consideradas 
actualmente las más importantes a nivel mundial por su toxicidad, los tipos de cultivos que se 
ven afectados y el impacto económico que suponen. Estas micotoxinas son las aflatoxinas, los 
tricotecenos, las fumonisinas, la ocratoxina A y la zearalenona, y son producidas de forma 
significativa por solamente tres géneros de mohos: Aspergillus, Penicillium y Fusarium. 
El maíz está expuesto a mohos y otros patógenos a lo largo de todo su ciclo vital. Durante el 
periodo en campo puede verse afectado por una larga lista de géneros fúngicos, entre los que 
se encuentran Fusarium, Alternaria, Nigrospora, Ustilago, Aspergillus, Penicillium, 
Cladosporium, etc. (White, 2000), que se amplía si tenemos en cuenta la gran distribución del 
cultivo de maíz a nivel mundial. De hecho puede contener los cinco tipos de micotoxinas más 
importantes (Logrieco et al., 2003), aunque son de mayor relevancia e interés las 
contaminaciones con aflatoxinas, fumonisinas o tricotecenos (en concreto deoxinivalenol) 
producidas por A. flavus, F. verticillioides y F. graminearum, respectivamente.  
1.3. El género Fusarium en el maíz 
En cereales cultivados en las regiones templadas es de gran importancia el género Fusarium 
debido a su amplia distribución y a la capacidad micotoxigénica de muchas de sus especies 
(Logrieco et al., 2003). El maíz puede ser infectado por diferentes especies de Fusarium en 
cualquier parte de la planta, aunque este género es el principal causante de las enfermedades 
en granos y mazorcas en regiones templadas, entre las que se incluye Europa (Logrieco et al., 
2002). F. graminearum y F. verticillioides suelen ser las especies fúngicas dominantes en las 
mazorcas de maíz y las que atraen un mayor interés debido a su frecuencia y al tipo de 
micotoxinas que producen. La aparición de unas u otras especies de Fusarium está 
condicionada por las condiciones climáticas y se suelen diferenciar dos tipos de 
podredumbres de la mazorca producidas por estos mohos. En regiones frías predomina la 
fusariosis roja o podredumbre roja de la mazorca (en inglés Gibberella ear rot) causada por F. 
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graminearum principalmente (Figura 1.2A) y especies relacionadas como F. culmorum, F. 
cerealis y F. avenaceum. En regiones más cálidas y secas y en regiones subtropicales, 
predomina la fusariosis rosa o podredumbre rosa de la mazorca (Fusarium ear rot) producida 
por F. verticillioides (Figura 1.2B) y por otras especies del complejo Gibberella fujikuroi 
como F. proliferatum y F. subglutinans (Bottalico, 1998; Logrieco et al., 2002; Munkvold, 
2003). Todas las especies mencionadas producen micotoxinas que se incluyen en las familias 
de los tricotecenos, las fumonisinas y la zearalenona, y cuyas concentraciones máximas en 
alimentos están legisladas en muchos países. Además de estas micotoxinas pueden producir 
otras de importancia relativa menor como moniliformina, beauvericina, ácido fusárico, 
eniatinas o fusaproliferina (Logrieco et al., 2002). 
Figura 1.2. A: mazorcas de maíz con daño severo provocado por F. graminearum; B: granos con infección 
visible de F. verticillioides. 
A    B   
En España y, en concreto, en Galicia, prevalece F. verticillioides como la especie fúngica más 
frecuente en los granos de maíz (Muñoz et al., 1990; Sala et al., 1994; Butrón et al., 2006; 
Jurado et al., 2006; Ariño et al., 2007), y la principal consecuencia de la infección por F. 
verticillioides es la contaminación de los granos con fumonisinas.  
1.4. Fusarium verticillioides como patógeno del maíz 
F. verticillioides (Saccardo) Nirenberg (sinónimo F. moniliforme Sheldon, teleomorfo 
Gibberella moniliformis Wineland) es un moho ascomiceto cosmopolita y una de las especies 
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fúngicas más frecuentemente asociadas al maíz. También puede infectar otras especies 
vegetales como sorgo y arroz entre otras (Leslie y Summerell, 2006). De amplia distribución, 
puede fácilmente encontrarse en campos de maíz en todo el mundo aunque es predominante 
en las regiones templadas y tropicales y subtropicales. Puede infectar diferentes partes de la 
planta de maíz y estar presente en ella a lo largo de todo su ciclo vital (Bacon et al., 2008; 
Venturini et al., 2011), bien desarrollándose como un endófito que coloniza la planta de 
forma asintomática, o bien actuando como patógeno y causando enfermedades en semillas, 
plántulas, raíces, tallos y mazorcas (Munkvold y Desjardins, 1997). Al igual que otras 
especies de Fusarium, F. verticillioides se considera un moho de campo ya que la infección y 
los daños causados por su desarrollo se producen mayoritariamente durante el periodo en 
campo de los cultivos, y no durante su almacenamiento como en el caso de los géneros 
fúngicos Aspergillus o Penicillium.  
Figura 1.3. A: patrón típico de rayas blancas de crecimiento dentro del pericarpio de F. verticillioides; B: 
crecimiento de micelio de F. verticillioides sobre los granos. 
A        B   
En los granos, los síntomas típicos de infección consisten en patrones radiales de rayas 
blancas en el pericarpio (White, 2000) (Figura 1.3A). Si el desarrollo del moho es mayor, el 
grano aparece cubierto por un micelio algodonoso de color blanco, rosado o morado (Figuras 
1.2B y 1.3B). Los granos afectados normalmente aparecen aislados o en grupos dispersos por 
la mazorca, frecuentemente en el ápice. Cuando la infección es severa se extiende por toda la 
mazorca y las brácteas pueden llegar a adherirse a los granos a causa del crecimiento del 
micelio. Aunque la patogenicidad de F. verticillioides es considerada moderada (Farrar y 
Davis, 1991; Reid et al, 2002), puede causar grandes pérdidas debido a la disminución del 
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rendimiento y calidad de las cosechas y, sobre todo, a la contaminación del maíz con 
fumonisinas (Munkvold y Desjardins, 1997; Presello et al., 2008). 
1.4.1. Propagación y vías de entrada a la planta 
F. verticillioides produce una gran cantidad de microsporas (o microconidias) que constituyen 
su principal forma de dispersión, ya que son transportadas fácilmente por el viento, 
salpicaduras de agua e insectos (Ooka y Kommedahl, 1977; Munkvold y Desjardins, 1997; 
Munkvold, 2003). Es capaz de sobrevivir en residuos vegetales durante el invierno, siendo 
estos una importante fuente de inóculo, especialmente los residuos de mazorcas de maíz 
(Windels et al., 1976; Cotten y Munkvold, 1998; Venturini et al., 2011). F. verticillioides no 
forma clamidosporas propiamente dichas como estructuras de resistencia pero se ha 
observado que puede formar estructuras similares mediante el engrosamiento de las células de 
las hifas (Leslie y Summerell, 2006). 
Durante el periodo de cultivo, en los estadios tempranos del desarrollo del maíz, F. 
verticillioides se localiza sobre todo en los órganos basales y su acceso a las partes aéreas de 
la planta es, en general, reducido. La colonización completa de la planta de maíz se produce 
después de la floración (Lawrence et al., 1981; Munkvold y Carlton, 1997; Murillo-Williams 
y Munkvold, 2008; Venturini et al., 2011). La infección y colonización de las plantas por F. 
verticillioides pueden ocurrir a través de varias rutas de entrada: semillas infectadas, desde el 
suelo a través de los órganos basales, a través de las sedas expuestas o a través de heridas en 
la planta provocadas por insectos, pájaros u otros. Gran parte de las semillas de maíz son 
portadoras del moho, aun sin mostrar síntomas, y, tras la germinación, éste se extiende por los 
órganos basales de la plántula (Munkvold y Carlton, 1997; Bacon et al., 2001). Además, F. 
verticillioides suele estar presente en suelos de forma natural y puede entrar en la planta en 
crecimiento a través de las raíces laterales y el mesocotilo, o bien penetrar el pericarpio de la 
semilla durante la germinación (Nelson, 1992; Murillo et al., 1999; Oren et al., 2003). Desde 
los órganos basales se produce la invasión sistémica del tallo y del resto de la planta, si bien 
de forma limitada y de manera decreciente a medida que se asciende por la planta, por lo que 
la importancia de esta vía en la infección por F. verticillioides de las mazorcas y partes 
superiores de la planta es motivo de controversia; es posible que en la dispersión interna de F. 
7 
 
Capítulo 1 
 
verticillioides hacia las partes superiores de la planta influyan las condiciones ambientales, el 
estado fisiológico de la planta o la cepa del moho (Munkvold y Carlton, 1997; Bacon et al., 
2001; Oren et al., 2003; Wilke et al., 2007; Murillo-Williams y Munkvold, 2008). 
Las vías más importantes de infección de mazorcas y granos por F. verticillioides son las 
sedas expuestas y, a continuación, los daños producidos por insectos (Munkvold et al., 1997a, 
b; Munkvold, 2003). Durante la floración, las sedas expuestas (estilos de la inflorescencia 
femenina) son la ruta de acceso principal a la mazorca y a los granos en formación. Las 
microconidias de F. verticillioides son depositadas en las sedas expuestas por el viento, 
salpicaduras de agua o insectos. En las sedas germinan, se desarrolla el micelio y se produce 
más cantidad de esporas, sobre todo en sedas polinizadas y alrededor de los granos de polen 
(Duncan y Howard, 2010). Se considera que F. verticillioides utiliza las sedas como un 
camino para entrar en las mazorcas y en los granos, pero no se ha observado que penetre ni 
crezca en el interior de las sedas como hace el más agresivo F. graminearum (Miller et al., 
2007; Duncan y Howard, 2010). El desarrollo del micelio es menor en las sedas cubiertas por 
las brácteas y, posiblemente, la llegada del moho a los granos es facilitada por el agua libre 
presente en la mazorca que puede transportar las microconidias hasta el grano a través del 
canal de las sedas (Duncan y Howard, 2010). El establecimiento y desarrollo de F. 
verticillioides ocurre previamente en las brácteas internas y en las glumas, mientras que el 
crecimiento en la superficie de los granos parece ser menor (Duncan y Howard, 2010; 
Venturini et al., 2011). En ausencia de daños en los granos, se ha observado que F. 
verticillioides no puede atravesar el pericarpio del grano y se piensa que puede acceder a su 
interior a través del canal estilar, una pequeña abertura en el pericarpio formada tras la unión 
de los carpelos y próxima al punto de unión de la seda con el grano (Duncan y Howard, 
2010). Sin embargo, las roturas del pericarpio y los daños en los granos provocados por la 
actividad de los insectos u otros tipos de daños facilitan enormemente la entrada del moho al 
interior de los granos y su desarrollo (Munkvold y Desjardins, 1997; Fandohan et al., 2003; 
Sampietro et al., 2009; Parsons y Munkvold, 2010b).  
Los insectos actúan como vectores de las esporas de F. verticillioides facilitando su entrada 
en las plantas y creando heridas que proporcionan nuevas vías de entrada al moho y 
ambientes favorables para su desarrollo (Windels et al., 1976; Imura y Sinha, 1984; 
Munkvold y Desjardins, 1997; Sobek y Munkvold, 1999; Fandohan et al., 2003; Parsons y 
8 
 
Capítulo 1 
Munkvold, 2010a). Algunos trabajos incluso apuntan a una relación inversa entre moho e 
insectos, es decir, a la existencia de una atracción de los insectos hacia plantas infectadas por 
F. verticillioides, posiblemente mediada por sustancias volátiles producidas por el moho 
(Fandohan et al., 2003). Son de especial interés los insectos que causan daños directos en los 
granos como los taladros o la polilla. La plaga del taladro, provocada en las zonas templadas 
del hemisferio norte por las larvas de insectos lepidópteros pertenecientes a los géneros 
Sesamia y Ostrinia, es una de la plagas con mayor importancia sobre la producción de maíz 
en Europa y Norteamérica. En Galicia es frecuente la presencia de S. nonagrioides Lefèbvre y 
O. nubilalis Hübner en los cultivos de maíz, entre otras especies de insectos (Cordero et al., 
1998; Malvar et al. 2002; Velasco et al., 2007). Los taladros son vectores importantes de 
hongos, entre ellos de F. verticillioides, y se consideran promotores de las enfermedades 
provocadas por este moho (Sobek y Munkvold, 1999; Avantaggiato et al., 2003) (Figura 1.4). 
Figura 1.4. A: larva de S. nonagrioides; B: daño de taladro en la mazorca acompañado de daño de F. 
verticillioides. 
A   B   
 
1.4.2. Desarrollo de la enfermedad 
F. verticillioides es una especie endófita del maíz y puede colonizar toda la planta de forma 
asintomática como biotrofo, o bien de forma sintomática como patógeno hemibiotrofo. Las 
causas del paso de un estado a otro no están completamente clarificadas pero se sabe que 
están relacionadas con las condiciones bióticas y abióticas en torno a la planta y con las 
características fisiológicas y genéticas de la planta y el patógeno (Yates et al., 1997; 
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Munkvold, 2003; Bacon et al., 2008; Murillo-Williams y Munkvold, 2008; Miedaner et al., 
2010). 
Durante el estado asintomático de la infección, la hifas de F. verticillioides crecen en los 
espacios intercelulares de los tejidos mientras que durante el desarrollo de la enfermedad el 
moho crece de forma inter e intracelular (Yates et al., 1997; Bacon et al., 2008). En los granos 
infectados, F. verticillioides comienza a extenderse entre las células del pericarpio 
colonizándolas siguiendo un patrón de distribución radial desde el punto de entrada debido a 
la disposición de las células. Una vez que entra dentro de las células del pericarpio, el micelio 
se vuelve más denso y se ramifica en el lumen de dichas células. Los síntomas macroscópicos 
de infección comienzan cuando se produce la disolución de las paredes celulares de estas 
células, y es entonces cuando se observan las características líneas blancas dispuestas 
radialmente en el pericarpio del grano (Duncan y Howard, 2010). F. verticillioides también es 
capaz de crecer en el endospermo y en el embrión del grano (Nelson, 1992; Shim et al., 2003; 
Kim y Woloshuck, 2011). 
La temperatura, las precipitaciones, la humedad o la disponibilidad de agua en el grano son 
factores determinantes en el desarrollo de la fusariosis en el campo. En condiciones de 
laboratorio, el crecimiento de F. verticillioides en el grano de maíz se ve favorecido por la 
disponibilidad de agua, desde una actividad de agua (aW) de 0,90 hasta un óptimo a 0,99, y 
por la temperatura, desde un mínimo de 4 ºC hasta 37 ºC, siendo el óptimo 30 ºC (Marín et 
al., 1999a,b; Marín et al., 2004; Samapundo et al., 2005). En campo, la fusariois de la 
mazorca se ve favorecida por condiciones de altas temperaturas durante la maduración del 
grano y por las precipitaciones previas a la cosecha (Nelson, 1992; Shelby et al. 1994; Pascale 
et al. 1997; Vigier et al., 1997; Fandohan et al., 2003; de la Campa et al., 2005). Situaciones 
de estrés, como el estrés hídrico, pueden debilitar la planta frente a enfermedades y ataques de 
insectos, predisponiéndola a un mayor desarrollo de la infección fúngica (Ariño y Bullerman, 
1994; Fandohan et al., 2003). Así mismo, altas densidades de plantas parecen favorecer la 
mayor incidencia de la enfermedad (Blandino et al., 2008b). Algunos autores apuntan que las 
mismas condiciones climáticas que propician estrés en las plantas, como temperaturas altas 
durante la época de floración del maíz, también influyen en el comportamiento de los 
insectos, que incrementan con su actividad la infección y el desarrollo de la fusariosis 
(Parsons y Munkvold, 2010a).  
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En la mayoría de los casos, el crecimiento visible de micelio en los granos se observa tras la 
aparición de daños provocados por insectos o de roturas en el pericarpio. La presencia y el 
daño de insectos tiene un gran peso en el desarrollo de F. verticillioides en la mazorca a lo 
largo de su formación, ya que facilitan su acceso a los granos y condiciones favorables para 
su crecimiento (Munkvold y Desjardins 1997; Avantaggiato et al., 2003; Fandohan et al., 
2003; Parsons y Munkvold, 2010a). Las fracturas en el pericarpio de los granos también 
pueden ser debidas a cortes provocados por las sedas, cambios bruscos de temperaturas, daños 
por pájaros, granizo, etc. (Munkvold y Desjardins 1997; Parsons y Munkvold, 2010b). En 
estos casos entran en juego las características de granos y mazorcas en relación a la protección 
del grano, como el grosor y composición del pericarpio y la cobertura de brácteas (Hoenisch y 
Davis, 1994; Fandohan et al, 2003; Sampietro et al., 2009). 
1.5. Fumonisinas 
Las fumonisinas son una familia de micotoxinas producidas, en su mayoría, por especies del 
género Fusarium y se encuentran predominantemente en el maíz y alimentos derivados 
(Marín et al., 1999a). Son las micotoxinas más importantes y abundantes producidas por F. 
verticillioides. La mayor parte de los aislados de F. verticillioides producen fumonisinas, 
aunque existe una gran variabilidad en su capacidad productora (Rheeder et al., 2002; 
Miedaner et al., 2010; Covarelli et al., 2012). De forma menos importante, F. verticillioides 
puede producir también ácido fusárico, fusarinas y beauvericina (Leslie y Summerell, 2006). 
1.5.1. Estructura química  
Estructuralmente, las fumonisinas son amino-polialcoholes formados por una cadena alifática 
de 20 carbonos substituida con dos grupos tricarboxílicos unidos mediante enlaces tipo éster 
que les confieren solubilidad en agua, grupos hidroxilo, grupos metilo y una amina (Figura 
1.5). En función de los sustituyentes de la cadena hidrocarbonada, las fumonisinas se agrupan 
en cuatro series: A, B, C y P, de las cuales la serie B es la de mayor relevancia toxicológica 
debido a su abundancia natural, su presencia en alimentos y a su potencial tóxico (Rheeder et 
al., 2002). La fumonisina B1 (FB1) es la producida más abundantemente, seguida de las 
fumonisinas B2 (FB2) y B3 (FB3) (Thiel et al., 1992; Marín et al., 1995a; Sanchís et al., 1995; 
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Shephard et al., 1996; Musser y Plattner, 1997; Placinta et al.. 1999), que difieren 
estructuralmente de la FB1 en el número y posición de los grupos hidroxilos (Figura 1.5). 
Figura 1.5. Estructura química de las fumonisinas B1, B2 y B3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.5.2. Mohos productores 
Los principales productores de fumonisinas son F. verticillioides y F. proliferatum y 
producen sobre todo fumonisinas de tipo B. Estas son las únicas especies relevantes en la 
contaminación del maíz con fumonisinas debido no sólo a su alta capacidad de producción de 
estas micotoxinas sino también a su amplia distribución geográfica y su frecuente presencia 
en maíz (Munkvold y Dejardins, 1997; Rheeder et al., 2002). Otras especies del género 
Fusarium pueden producir, en menor medida, fumonisinas de tipo B, o bien otros tipos de 
fumonisinas: F. subglutinans sensu stricto, F. nygamai, F. sacchari, F. fujikuroi, F. 
thapsinum, F. anthophilum, F. globosum, F. dlamini, F. napiforme, F. andiyazi, F. 
pseudonygamai, F. oxysporum, F. polyphialidicum, F. begoniae (Rheeder et al., 2002; Fotso 
et al., 2002; Waskiewicz et al., 2010). Se ha comprobado que otros mohos no pertenecientes 
al género Fusarium también pueden producir fumonisinas de tipo B in vitro. Es el caso de 
Alternaria alternata f. sp. lycopersici, patógeno de tomate (Abbas y Riley, 1996), y de 
Aspergillus niger aislado en uvas y café (Frisvad et al., 2007; Logrieco et al., 2009; Noonim 
et al., 2009; Mogensen et al., 2010). 
 R1 R2 
FB1 OH OH 
FB2 OH H 
FB3 H OH 
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1.5.3. Biosíntesis 
Los genes responsables de la biosíntesis de fumonisinas se han localizado en el genoma de F. 
verticillioides agrupados en un clúster (FUM), consistente en 17 genes co-regulados 
(Desjardins y Proctor, 2007; Huffman et al., 2010; Kim et al., 2011). El primer paso de la ruta 
está catalizado por una enzima policétido sintasa codificada por el gen FUM1, responsable del 
ensamblaje de la cadena hidrocarbonada. El resto de los genes necesarios para finalizar la 
biosíntesis de fumonisinas codifican varias enzimas (monooxigenasas, dehidrogenasas, una 
aminotransferasa y péptido sintetasas) y proteínas transportadoras. Existen varios genes 
reguladores fuera del clúster que pueden intervenir en la producción de fumonisinas en 
respuesta a señales externas. Si bien no se conoce la función exacta de todos ellos, se sabe que 
algunos están relacionados con la regulación del pH, el metabolismo del nitrógeno y el 
transporte de azúcares (Picot et al., 2010; Kim et al., 2011).  
1.5.4. Toxicidad de las fumonisinas y legislación 
Los trastornos y desórdenes que causan las fumonisinas en animales y seres humanos difieren 
en función de la especie, pero tienen en común que están relacionados con la pérdida de 
integridad de las membranas celulares y el reconocimiento de señales entre células. La 
toxicidad de las fumonisinas está relacionada con su interferencia en la biosíntesis de 
esfingolípidos, componentes esenciales de la membrana plasmática de las células, ya que su 
similitud con la esfinganina, un precursor de esta ruta biosintética, causa la inhibición 
competitiva de la enzima ceramida sintasa (Voss et al., 2007). El bloqueo de la ruta impide la 
formación de ceramida y, en consecuencia, la de un amplio rango de esfingolípidos complejos 
como esfingomielina, glicolípidos o gangliósidos, con importantes funciones dentro de la 
membrana celular relacionadas con su integridad, la adhesión a la matriz extracelular o la 
transducción de señales, al mismo tiempo que se provoca la acumulación de esfinganina, que 
actúa también como una importante molécula señal (Pelagalli et al., 1999; Moss, 2002; Voss 
et al., 2007). Como consecuencia se producen daños celulares, la alteración del crecimiento y 
de la diferenciación celular, e inducción de apoptosis (Riley et al., 2001; Voss et al., 2007). 
Las fumonisinas fueron descubiertas y caracterizadas por primera vez al estudiar la relación 
entre la alta incidencia de cáncer de esófago en la población de la región de Transkei, en 
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Sudáfrica, y el consumo de maíz contaminado con F. verticillioides (Gelderblom et al., 1988; 
Bezuidenhout et al., 1988). Anteriormente ya se tenía constancia de los efectos tóxicos del 
maíz altamente contaminado con F. verticillioides sobre animales de granja como caballos, 
vacas, cerdos, pollos y conejos, y en ratas (Munkvold y Dejardins, 1997; Marasas, 2001), y se 
sospechaba de su efecto cancerígeno en seres humanos (Marasas et al., 1981; Marasas et al., 
1988). Las primeras fumonisinas aisladas fueron la FB1 y FB2. Tras su descubrimiento fueron 
confirmadas como agentes tóxicos causantes de diversas enfermedades en animales. Se sabe 
que estas micotoxinas causan leucoencefalomalacia (necrosis del tejido cerebral) en caballos, 
y edema pulmonar (acumulación de fluidos en los pulmones) en cerdos, en ambos casos 
acompañados de daños hepáticos y cardiacos. En roedores causan necrosis en el hígado y 
pueden llegar a provocar cáncer en riñones e hígado. En menor medida causan diversas 
alteraciones y trastornos en otros animales, como la alteración del crecimiento en aves de 
corral y de la función hepática en ganado vacuno, entre otras (Munkvold y Dejardins, 1997; 
Marasas, 2001; Voss et al., 2002; Gareis, 2003; Voss et al., 2007). Con respecto al posible 
efecto cancerígeno de las fumonisinas en seres humanos, varios estudios han descrito de 
forma epidemiológica la posible asociación entre el consumo de maíz contaminado con FB1 y 
FB2 y la alta incidencia de cáncer de esófago en regiones de Sudáfrica (Rheeder et al., 1992), 
China (Chu y Li, 1994; Yoshizawa et al., 1994; Wang et al., 2000; Sun et al., 2007) e Iran 
(Shephard et al., 2000; Alizadeh et al., 2012). Otros estudios relacionan el consumo de 
fumonisinas con la aparición de defectos en el tubo neural en embriones humanos en EE.UU. 
tras observar este efecto en ratones (Marasas et al., 2004; Gelineau-van Waes et al., 2005; 
Missmer et al., 2006). 
En consecuencia, las fumonisinas han sido clasificadas como “agente posiblemente 
carcinogénico en humanos” (grupo 2B) por la Agencia Internacional para la Investigación del 
Cáncer (IARC, 1993), al considerar que no hay evidencias adecuadas de carcinogenicidad en 
seres humanos pero sí suficientes pruebas en animales de experimentación. Estos han sido los 
motivos del desarrollo de regulaciones y controles en el contenido de fumonisinas en los 
alimentos destinados al consumo humano y animal en varios países, entre ellos los mayores 
productores mundiales de maíz, EE.UU y China, que representan el 60% de la producción 
mundial (FAOSTAT, 2011). En la Unión Europea se han establecido límites en el contenido 
de fumonisinas en los alimentos destinados al consumo humano, recogidos en el  Reglamento 
(CE) Nº 1126/2007 de la Comisión de 28 de septiembre de 2007, que establecen una 
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concentración máxima de fumonisinas totales (FB1 + FB2) de 4000 µg/kg en maíz no 
elaborado (Tabla 1.1). En el caso de los alimentos destinados al consumo animal, la Unión 
Europea establece unos contenidos máximos recomendados de fumonisinas en la 
Recomendación (CE) Nº 576/2006 de la Comisión de 17 de agosto de 2006 (Tabla 1.2). 
Tabla 1.1. Contenidos máximos de fumonisinas totales (suma de FB1 y FB2) permitidos en alimentos destinados 
al consumo humano en la Unión Europea, según el Reglamento (CE) Nº 1126/2007 de la Comisión de 28 de 
septiembre de 2007. 
Productos alimenticios  Contenido máximo de 
fumonisinas en µg/kg 
Maíz no elaborado 4000 
Maíz molido no destinado a consumo humano directo  
(en función del tamaño de partícula) 
1400/2000 
Maíz y alimentos a base de maíz destinados al consumo humano directo  1000 
Cereales y aperitivos a base de maíz 800 
Alimentos infantiles 200 
 
 
Tabla 1.2. Valores orientativos del contenido máximo de fumonisinas totales (suma de FB1 y FB2) recomendados 
en productos destinados a alimentación animal en la Unión Europea, según la Recomendación (CE) Nº 576/2006 
de la Comisión de 17 de agosto de 2006. 
Productos destinados a la alimentación animal 
Valor orientativo de 
fumonisinas en mg/kg (ppm)  
Materias primas para piensos:  
- Maíz y productos a base de maíz: granos de cereales, sus productos y 
subproductos, y otras materias primas para la alimentación animal derivadas 
del maíz, en particular los forrajes y forrajes groseros de maíz.  
60 
Piensos complementarios y completos para:  
- cerdos, caballos (équidos), conejos y animales de compañía  5 
- peces  10 
- aves de corral, terneros (menores de cuatro meses), corderos y cabritos  20 
- rumiantes mayores de cuatro meses y visones  50 
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1.5.5. Función de las fumonisinas 
A pesar de conocer los efectos tóxicos de las fumonisinas sobre los animales, no se conoce 
con exactitud la función de estas micotoxinas ni su papel en la infección o en el desarrollo de 
fusariosis en el maíz. De hecho, la función biológica de las micotoxinas en general no está 
clara todavía, aunque se piensa que pueden intervenir en la capacidad patogénica de los 
mohos o actuar como factores de competencia frente a otras especies fúngicas que comparten 
el mismo nicho ecológico. Por ejemplo, se ha demostrado que la micotoxina deoxinivalenol 
es un factor de virulencia producido por F. graminearum durante la infección del trigo y 
puede que también del maíz (Walter et al., 2010). Sin embargo, el posible papel de las 
fumonisinas como factor de competencia en la interacción de F. verticillioides con otros 
mohos que puedan estar presentes en la planta no ha sido respaldado en estudios de 
competencia con varias especies de Fusarium, Aspergillus y Penicillium, y la producción de 
fumonisinas no ha podido ser asociada claramente a una estrategia de competencia (Marín et 
al., 2004).  
Las fumonisinas de tipo B tienen una estructura similar a la toxina AAL producida por 
Alternaria alternata f. sp. lycopersici. Esta micotoxina actúa como factor de virulencia en la 
infección de la planta de tomate inhibiendo la enzima ceramida sintasa y alterando el 
metabolismo de los esfingolípidos del tomate, y el moho la necesita para causar daños en 
plantas susceptibles (Abbas et al., 1994; Covarelli et al., 2012). Por este motivo se hipotetiza 
que las fumonisinas podrían también intervenir como factores de virulencia en el proceso de 
infección. Sin embargo, hay diferentes resultados a este respecto. Se ha observado la 
capacidad de las fumonisinas de limitar el crecimiento de cultivos celulares de maíz (van 
Asch et al., 1992), la germinación de semillas (Danielsen y Jensen, 1998) y el desarrollo de 
los órganos de la plántula (Doehlert et al., 1994; Lamprecht et al., 1994), de alterar el 
metabolismo de esfingolípidos y de facilitar el desarrollo de lesiones en las hojas (Williams et 
al., 2006, 2007). Glenn et at. (2008) mostraron que cepas de F. verticillioides sin capacidad 
de producir fumonisinas ni de causar daños en plántulas de maíz recuperaban su capacidad 
patogénica al ser restaurado el clúster FUM y la producción de fumonisinas, sugiriendo la 
necesidad de estas micotoxinas para el desarrollo de síntomas. Por el contrario, Desjardins et 
al. (1995) observaron que las fumonisinas incrementaban efectivamente la virulencia de F. 
verticillioides durante la infección de las plántulas pero no eran necesarias para la aparición 
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de la enfermedad. En un trabajo posterior, Desjardins et al. (2007) comprobaron que la 
capacidad de las cepas de F. verticillioides de producir fumonisinas no determinaba el grado 
de desarrollo de la enfermedad en las plántulas pero sí otorgaba una ventaja en la colonización 
sistémica de la planta. En este sentido, resultados de otros trabajos han mostrado que la 
producción de fumonisinas no está relacionada con la patogenicidad de F. verticillioides, o no 
es esencial para ella, en granos, tallos, semillas, hojas y plántulas de maíz (Desjardins y 
Plattner, 2000; Jardine y Leslie, 1999; Covarelli et al., 2012). En base a estos resultados, se ha 
sugerido que las fumonisinas actúan como fitotoxinas en plántulas o durante la infección 
asintomática de la planta, y como vivotoxinas durante la infección sintomática o el estado 
saprofítico (Bacon et al., 2008). 
1.5.6. Factores bióticos y abióticos implicados en la producción de fumonisinas 
La producción de fumonisinas está relacionada con el nivel de infección por F. verticillioides 
y a menudo se utiliza el grado de desarrollo de la enfermedad como estimador de su contenido 
en los granos. Sin embargo, esta relación es moderada y, aunque habitualmente los granos con 
síntomas visibles de infección contienen mayores concentraciones de fumonisinas, éstas están 
a menudo presentes en granos aparentemente sanos y en concentraciones variables (Pascale et 
al., 1997; Munkvold y Desjardins, 1997; Desjardins et al., 1998; Kedera et al., 1999; Eller et 
al., 2008; Löffler et al., 2010). Esto indica que, si bien los factores que determinan el grado de 
infección por F. verticillioides y la acumulación de fumonisinas en la planta son muchas 
veces coincidentes, el crecimiento del moho y la producción de fumonisinas muestran 
diferentes repuestas ante determinadas condiciones ambientales. 
En condiciones de laboratorio, la producción de fumonisinas en granos de maíz aumenta con 
la actividad de agua y la temperatura de forma general. La producción de fumonisinas sucede 
entre aw de 0,92 y 1,00 y entre los 10 y 37 ºC, situándose el óptimo de producción entre 20 y 
30 ºC según resultados de varios trabajos (Marín et al., 1999a,b; Marín et al., 2004; 
Samapundo et al., 2005). Sin embargo, en condiciones de aW bajas y temperaturas 
intermedias, subóptimas para el crecimiento de F. verticillioides, la producción de 
fumonisinas en relación a la tasa de crecimiento del moho se incrementa (Samapundo et al., 
2005; Jurado et al., 2008; Marín et al., 2010). 
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La contaminación con fumonisinas de los granos de maíz sucede principalmente en el campo 
y se considera que las condiciones ambientales durante el periodo de cultivo tienen un papel 
determinante. Se ha observado que condiciones de menores precipitaciones y mayores 
temperaturas en torno al momento de floración o durante el desarrollo de los granos, o 
mayores precipitaciones antes de la recolección, pueden incrementar las concentraciones de 
fumonisinas en los granos en el momento de la cosecha (Shelby et al., 1994; Ono et al, 1999; 
Miller, 2001; Almeida et al., 2002; Pascale et al., 2002; Fandohan et al., 2003; Munkvold, 
2003; de la Campa et al., 2005). Las menores precipitaciones y mayores temperaturas en 
torno al momento de floración pueden provocar estrés hídrico en la planta y se ha considerado 
un factor desencadenante de una mayor acumulación de fumonisinas en los granos. Sin 
embargo, bajo condiciones controladas de riego no se ha confirmado esta relación, y se ha 
sugerido que en esas condiciones de altas temperaturas y baja humedad, otros factores pueden 
verse alterados y conllevar la acumulación de fumonisinas, como la actividad de algunos 
insectos en las mazorcas durante la floración (Alma et al., 2005; Parsons y Munkvold, 2010a). 
Además, las altas temperaturas durante el desarrollo de los granos favorecen el crecimiento 
del micelio y la esporulación y, al mismo tiempo, la acumulación de fumonisinas (Marín et 
al., 2004; Rossi et al., 2009). Las condiciones de humedad al final del periodo de cultivo 
determinan el tiempo de secado de los granos y por tanto también el grado de producción y 
acumulación de fumonisinas. 
Varias especies de insectos se han relacionado con la contaminación con fumonisinas, 
generalmente debido a su papel como vectores de mohos y a que los daños que producen en la 
planta favorecen el desarrollo de la fusariosis (Munkvold et al., 1999; Avantaggiato et al, 
2003; Fandohan et al., 2003; Blandino et al., 2008a; Parsons y Munkvold, 2010a). En Europa 
se ha prestado especial atención a los taladros a causa de la importancia de los daños que 
provocan, pero existen otros insectos a tener en cuenta que se encuentran habitualmente en la 
mazorca, como la polilla del maíz (Sitotroga cerealella Olivier), trips (Frankliniella spp.) y 
otras larvas de lepidópteros como Helicoverpa armigera Hübner y Mythimna unipuncta 
Haworth.  
Aunque no se ha podido relacionar la producción de fumonisinas por parte de F. 
verticillioides y F. proliferatum con una estrategia de competencia con otras especies 
fúngicas, sí se ha visto que la interacción entre mohos puede tener influencia sobre la 
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colonización, crecimiento y consecuente producción de micotoxinas por parte de estos. En 
general, F. verticillioides y F. proliferatum se desarrollan mejor a aW altas y temperaturas 
intermedias frente a especies de Aspergillus y Penicillium, y pueden crecer en un rango mayor 
de temperaturas que F. graminearum (Marín et al., 2004). Bajo condiciones de laboratorio, la 
presencia de F. graminearum alteró la producción de fumonisinas por parte de F. 
verticillioides, bien reduciéndola o aumentándola según las condiciones de incubación (Marín 
et al., 2004). Sin embargo, en condiciones de campo no se observó ningún efecto de este tipo 
sobre la producción de fumonisinas en mazorcas infectadas con ambas especies de mohos 
(Reid et al., 1999). Determinadas especies de Aspergillus y Penicillium como A. flavus, A. 
ochraceus, A. niger, P. implicatum y P. expansum, así como Alternaria alternata mostraron 
capacidad de inhibir la producción de fumonisinas in vitro, mientras que otras especies como 
A. parasiticus no mostraron ningún efecto sobre ella. En campo, en estudios realizados con A. 
flavus, que es un importante patógeno del maíz en regiones cálidas y productor de las 
cancerígenas aflatoxinas, el desarrollo de F. verticillioides y la producción de fumonisinas no 
resultaron reducidos por la presencia de A. flavus, e incluso se dieron correlaciones positivas 
entre el crecimiento de ambas especies en las mazorcas (Zummo y Scott, 1992; Robertson-
Hoyt et al., 2007; Zorzete et al., 2008). 
Las características de la planta y de los granos de maíz también pueden influir en la 
acumulación de fumonisinas. Los caracteres que limitan la dispersión y desarrollo de F. 
verticillioides tienden a disminuir la acumulación de fumonisinas en los granos, como es el 
caso de una mayor cobertura de brácteas y las características del pericarpio (Butrón et al., 
2006; Sampietro et al., 2009). Las fumonisinas se acumulan en mayores concentraciones en el 
pericarpio de los granos (Kata et al., 1997; Fandohan et al., 2003; Vanara et al., 2009). Esto 
puede explicarse si se tiene en cuenta que en el pericarpio es donde tiene lugar el crecimiento 
y expansión inicial de F. verticillioides dentro y fuera del grano (Duncan y Howard, 2010). 
Por lo tanto, las características fisicoquímicas del pericarpio de los granos son un factor 
relevante en la contaminación con fumonisinas y se ha observado que su grosor y su 
contenido en ceras epicuticulares, flobafenos, antocianinas y fenilpropanoides pueden afectar 
negativamente a la infección por F. verticillioides y a la acumulación de fumonisinas 
(Hoenish y Davis, 1994; Sampietro et al., 2009, 2013; Pilu et al., 2011). 
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Otros factores fisicoquímicos y nutricionales del grano se han estudiado con respecto a su 
papel en la regulación de la producción de fumonisinas durante la colonización del grano por 
F. verticillioides. La composición del endospermo y, en concreto, la cantidad de amilopectina 
del almidón y su degradación, está correlacionada con la producción de fumonisinas en 
distintos mutantes de maíz y en granos en distinto estado de desarrollo en condiciones de 
laboratorio (Bluhm y Woloshuk, 2005). También se ha visto que la biosíntesis de fumonisinas 
es bloqueada en presencia de fuentes de nitrógeno de fácil acceso como amonio y glutamina 
(Shim y Woloshuk, 1999; Kim y Woloshuk, 2008), así como las variaciones en el pH del 
grano se han relacionado con la producción de fumonisinas: a pH básicos la síntesis de 
fumonisinas es menor o no existe, mientras que a pH ácidos es mayor (Keller et al., 1997; 
Shim et al., 2003; Bluhm y Woloshuk, 2005). Sin embargo no se sabe con claridad si los 
cambios de pH en los granos son consecuencia del metabolismo de nutrientes por parte del 
moho y colaterales a la producción de fumonisinas o condición necesaria para su activación o 
represión. Estas diferencias se observan entre el endospermo y el germen: en el germen, con 
un mayor contenido en lípidos y proteínas, la actividad de F. verticillioides causa la 
acidificación del medio y la producción de fumonisinas es mucho menor en comparación con 
el resto del grano, que tiene un mayor contenido en almidón y donde, en cambio, el medio se 
alcaliniza y la producción de fumonisinas es mayor (Shim et al., 2003; Bluhm y Woloshuk, 
2005).  
En campo, comprobar estos efectos es más complejo. Las variedades de maíz waxy, cuyo 
almidón contiene casi un 100% de amilopectina, muestran efectivamente concentraciones de 
fumonisinas más altas que las variedades silvestres, con aproximadamente un 70% de 
amilopectina (Blandino y Reyneri, 2007; Butrón et al., enviado). En cambio, el efecto de la 
acumulación de amilopectina y de los cambios de pH en los granos sobre la acumulación de 
fumonisinas en estos durante su desarrollo en campo no se han podido, de momento, 
demostrar con claridad (Picot et al., 2011). Con respecto a la distribución de las fumonisinas 
en el grano, tras la molienda de los granos cosechados las fracciones con una mayor 
concentración de fumonisinas son el salvado, compuesto sobre todo por el pericarpio, seguido 
del germen, mientras que las harinas tienen los menores contenidos de fumonisinas 
(Bullerman y Bianchini, 2007). Esto probablemente esté relacionado con la distribución 
natural del moho en el interior del grano en el campo, ya que es en el pericarpio donde suele 
iniciarse el desarrollo de F. verticillioides (Duncan y Howard, 2010). 
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Así como el maíz waxy es más susceptible a la acumulación de fumonisinas, el maíz opaco, 
con un diferente perfil proteico, acumula menos fumonisinas (Bluhm y Woloshuk, 2005; 
Butrón et al., enviado). En referencia a otros tipos de maíz, la acumulación de fumonisinas es 
muy variable dentro de los diferentes grupos y los resultados son contradictorios con respecto 
al color del grano, el tipo o la composición (Headrick et al., 1990; Shelby et al., 1994; Doko 
et al., 1995; Fandohan et al., 2003; Kleinschmidt et al., 2005; Butrón et al., enviado). 
Algunos trabajos, uno de ellos realizado recientemente sobre la colección de líneas de la 
Misión Biológica de Galicia, han detectado una mayor susceptibilidad a la infección por F. 
verticillioides y un mayor contenido de fumonisinas en genotipos de maíz con grano dentado 
(Doko et al., 1995; Wit et al., 2011; Butrón et al., enviado). En otros casos, la acumulación de 
fumonisinas fue más alta en maíces de grano liso o no se encontraron diferencias entre ambos 
tipos de grano (Löffler et al., 2010; Fandohan et al., 2003). De forma similar, genotipos de 
maíz blanco mostraron una tendencia general a acumular más fumonisinas que los de grano 
amarillo, no siempre de forma clara (Fandohan et al., 2003; Clements et al., 2004; 
Kleinschmidt et al., 2005; Butrón et al., enviado), pero este hecho es relevante dado la 
importancia del maíz blanco en la alimentación humana. 
1.5.7. Niveles de contaminación del grano con fumonisinas 
Se han realizado seguimientos del contenido de fumonisinas en productos de maíz en el 
mercado en España y otros países confirmando la presencia de fumonisinas en gran parte de 
las muestras, en ocasiones en concentraciones elevadas (Sanchís et al., 1995; Bullerman, 
1996; Velluti et al., 2001; Gareis, 2003; Bittencourt et al., 2005; Molinié et al., 2005; Lino et 
al., 2006, 2007; Silva et al., 2007, 2009; D’Arco et al., 2009). En Galicia y en la mitad norte 
de Portugal, la harina de maíz se emplea para la elaboración de panes y productos 
tradicionales (Landa et al., 2006; Revilla et al., 2008), y se ha comprobado que panes 
tradicionales de maíz obtenidos en comercios locales de Portugal contenían fumonisinas 
(Lino et al., 2007). En vista de esto, se considera importante reducir la acumulación de 
fumonisinas en el campo, donde se producen, ya que aunque el contenido de fumonisinas en 
el maíz se puede reducir a lo largo del procesamiento, no se garantiza que se consiga rebajar 
el contenido hasta niveles seguros para el consumidor final (Saunders et al., 2001; Fandohan 
et al., 2005; Bullerman y Bianchini, 2007). 
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1.5.8. Prevención de la contaminación con fumonisinas 
Como se ha descrito en esta introducción, las causas que determinan la contaminación de los 
granos con fumonisinas son diversas. Se consideran claves las condiciones climáticas durante 
el cultivo, el daño producido por insectos y las características genéticas de la planta. La 
combinación de prácticas agrícolas adecuadas puede ser empleada para amortiguar los efectos 
de las condiciones ambientales, por lo que Unión Europea realizó una recomendación sobre la 
prevención y la reducción de las toxinas de Fusarium en los cereales y los productos a base de 
cereales (Recomendación 2006/576/CE) en la que se exponen una serie de buenas prácticas 
agrícolas para minimizar el riesgo de contaminación con fumonisinas, como la rotación de 
cultivos, el empleo de variedades resistentes de maíz, y el uso adecuado de siembras y 
cosechas con el fin de evitar condiciones climáticas adversas durante el cultivo, así como el 
control de insectos. El uso de fungicidas no reduce el contenido de fumonisinas en los granos, 
salvo en aplicación conjunta con insecticidas (Folcher et al., 2009; De Curtis et al., 2011). 
Siembras y cosechas tempranas, densidad de plantas y fertilización moderadas, control de 
residuos de cultivos precedentes o el uso de insecticidas son prácticas que se proponen para la 
reducción de las fumonisinas (Jouany, 2007; Battilani et al., 2008; Blandino et al., 2008a, b, 
2009; Ariño et al., 2009; Maiorano et al., 2009b). La importancia de controlar los ataques de 
insectos para prevenir la acumulación de fumonisinas podría explicar que el maíz procedente 
de cultivos ecológicos, y alimentos derivados, no presenten menores concentraciones de 
fumonisinas que los procedentes de cultivos convencionales, al contrario que sucede con otros 
cereales (Cirillo et al., 2003; Ariño et al., 2007; Jouany, 2007; D’Arco et al., 2009; Silva et 
al., 2009). 
El empleo de variedades de maíz resistentes es una herramienta útil en la prevención de la 
acumulación de fumonisinas en campo. Se han hecho búsquedas de material resistente a la 
fusariosis y a la acumulación de fumonisinas pero no existe resistencia completa a estos 
factores (Clements et al., 2004; Afolabi et al., 2007; Miedaner et al., 2008; Eller et al., 2008; 
Butrón et al., enviado), y en general se considera inconveniente el uso de variedades tardías 
de maíz o de secado lento ya que las probabilidades de sufrir condiciones desfavorables en el 
campo son mayores (Battilani et al., 2008, 2011; Blandino et al., 2009). 
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El ambiente es determinante en la acumulación de fumonisinas en los granos. Se han 
estudiado y valorado los condicionantes ambientales en experimentos y modelos predictivos 
realizados en varios lugares del mundo (Stewart et al., 2002; De la Campa et al., 2005; 
Maiorano et al., 2009a; Martínez et al., 2010) y, a pesar de reconocer la relevancia general de 
condiciones climáticas concretas (p.ej. datos de temperaturas durante la floración o veranos 
más cálidos), también se ha observado que dichas condiciones ambientales y/o agronómicas 
pueden tener efectos diferentes en la infección con Fusarium y contaminación con 
fumonisinas de determinadas zonas de cultivo, dependiendo de muchos otros condicionantes 
ambientales (clima, presión y tipo de plagas, inóculo en el ambiente, situación geográfica, 
etc.) (Battilani et al., 2008; Maiorano et al., 2009b; Schjøth et al., 2009; Torelli et al., 2012). 
Así pues, las pautas que han sido expuestas en esta introducción para reducir la 
contaminación con fumonisinas pueden ser consideraras efectivas de forma general pero no 
siempre tienen el mismo peso en todos los tipos de ambientes, por lo que es determinante 
conocer qué factores ambientales y qué momentos del periodo de cultivo son críticos para el 
desarrollo de la fusariosis y la acumulación de fumonisinas en los granos en cada región, con 
el fin de predecir con fiabilidad el riesgo de contaminación de las cosechas y diseñar prácticas 
adecuadas para reducir la contaminación en esa área concreta. Por la misma razón, es 
necesario conocer las características de la planta de maíz relacionadas con la producción de 
fumonisinas y su grado de interrelación con las condiciones ambientales locales.  
En Europa se han realizado estudios acerca de las mejores prácticas agronómicas y de los  
ambientes más adecuados para prevenir la contaminación del maíz con fumonisinas en la 
región italiana del Valle del Po, en Francia y en la región española del Valle del Ebro 
(Maiorano et al., 2009a; Barrier-Guillot et al., 2007; Ariño et al., 2009; Herrera et al., 2010). 
En Galicia, el tipo de clima oceánico con precipitaciones abundantes e inviernos y veranos 
suaves es propicio para el desarrollo de mohos, pero apenas se ha investigado la presencia de 
especies micotoxigénicas ni la contaminación con micotoxinas del maíz u otros cereales. 
Solamente dos trabajos científicos ofrecen información al respecto. En el primero de ellos 
(Muñoz et al., 1990), se realizaron tests de toxicidad de muestras de grano de maíz 
almacenado en hórreos y de grano procedente del campo. Las especies fúngicas 
predominantes en ellas fueron las actualmente designadas como F. verticillioides, F. 
subglutinans y F. poae. El número de muestras que presentaron contaminación con 
micotoxinas fue bajo y en ellas se detectó la presencia de zearalenona y deoxinivalenol, pero 
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hay que resaltar que no se hicieron análisis de fumonisinas, porque en aquel momento estas 
micotoxinas se acababan de descubrir. Además, en este estudio se señalaron de forma somera 
diferencias geográficas en el nivel de contaminación de las muestras, sugiriendo la baja altitud 
y la alta humedad del aire de algunas localidades de muestreo como posibles factores 
favorables para una mayor contaminación fúngica y micotóxica. En el segundo trabajo, 
realizado por Butrón et al. (2006) en la Misión Biológica de Galicia (CSIC) con la 
colaboración de la Estación Fitopatolóxica do Areeiro, se cuantificó por primera vez la 
contaminación con fumonisinas en maíz cultivado en Galicia y se comprobó la alta incidencia 
de esta micotoxina en los granos, próxima a los límites máximos establecidos por la UE en 
maíz no procesado destinado al consumo humano (Reglamento nº 1126/2007). Corroborando 
estos datos, F. verticillioides, en un alto porcentaje, y F. proliferatum fueron las dos únicas 
especies de Fusarium detectadas infectando los granos, ambas productoras de fumonisinas. 
Sin embargo, también se detectaron altas concentraciones de deoxinivalenol, indicando la 
existencia en los granos de otras especies de Fusarium en algún momento de su desarrollo en 
campo. En este estudio se observaron, además, diferencias entre los genotipos de maíz en su 
nivel de contaminación con fumonisinas que fueron atribuidas al grado de cobertura de las 
brácteas de la mazorca.  
Teniendo constancia de la presencia habitual de F. verticillioides y, en menor medida, de F. 
proliferatum en los granos de maíz cultivados en Galicia y de la alta incidencia de 
fumonisinas detectada en estos en el estudio previo de Butrón et al. (2006), se demuestra el 
importante riesgo de contaminación con fumonisinas que existe en condiciones gallegas. Sin 
embargo, a pesar de la importancia que tiene en Galicia el maíz en la elaboración de forma 
tradicional de panes y otros productos y en la alimentación animal (Landa et al., 2006; Revilla 
et al., 2008), hasta la fecha no teníamos información sobre qué factores ambientales 
(condiciones climáticas, actividad de insectos, etc.) y genotípicos (cobertura de brácteas y 
otras características de la planta) determinan el nivel de infección fúngica y el contenido final 
de fumonisinas en los granos de maíz cultivado en Galicia. Este  conocimiento es importante 
y necesario a la hora de valorar el riesgo y tomar decisiones de prevención de la 
contaminación con fumonisinas. Averiguar cuáles son estos factores, así como valorar qué 
peso tiene cada uno y conocer qué momentos a lo largo del periodo de cultivo son críticos 
para la contaminación de los granos, es el motivo principal de la construcción de la presente 
Tesis, cuyos objetivos, resultados y conclusiones se expondrán a continuación.  
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Objetivos generales 
 
En base a lo expuesto en la introducción y con el fin de obtener los conocimientos necesarios 
para valorar el riesgo de contaminación con fumonisinas en las condiciones de cultivo del 
noroeste de la Península Ibérica y, en consecuencia, tomar decisiones de prevención, se 
plantean los siguientes objetivos generales, que se desarrollarán respectivamente como 
capítulos 3, 4 y 5: 
1) Conocer los factores ambientales y genotípicos que determinan los niveles de 
infección con F. verticillioides y de contaminación con fumonisinas del grano de maíz 
en cosecha en diferentes ambientes de la provincia de Pontevedra con el fin de 
establecer puntos de control útiles para la prevención de la contaminación. 
2) Determinar la presencia de otras especies de Fusarium en el grano de maíz con el fin 
de valorar el riesgo de contaminación con otras micotoxinas.  
3) Estudiar la influencia de factores ambientales (bióticos o abióticos) en el proceso de 
infección fúngica y producción de fumonisinas a lo largo del desarrollo fisiológico y el 
secado de los granos de maíz. 
4) Validar, bajo inoculación artificial con F. verticillioides, las diferencias de resistencia 
a la acumulación de fumonisinas de cuatro híbridos de maíz blanco que en un trabajo 
previo mostraron los mayores y menores contenidos de estas micotoxinas en grano en 
condiciones de infección natural. 
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 CAPÍTULO 3: 
Influencia de los factores ambientales y genotípicos en la 
contaminación con fumonisinas de los granos de maíz 
 
3.1. INTRODUCCIÓN 
En maíz, los granos pueden ser infectados por diferentes especies de Fusarium y el desarrollo 
de unas u otras está condicionado principalmente por el clima. En regiones más frías, F. 
graminearum y especies relacionadas como F. culmorum y F. cerealis son predominantes, 
mientras que F. verticillioides y otras como F. proliferatum y F. subglutinans son 
especialmente importantes en regiones más cálidas y secas, como el sur de Europa (Bottalico, 
1998; Logrieco et al., 2002; Munkvold, 2003). En España, F. verticillioides y F. proliferatum 
son la principales especies encontradas en los granos de maíz (Muñoz et al., 1990; Sala et al., 
1994; Doko et al., 1995; Bakan et al., 2002; Jurado et al., 2006; Butrón et al., 2006; Ariño et 
al., 2007). La principal consecuencia de la infección por estas dos especies es la producción 
de fumonisinas por parte del moho y la contaminación de los granos, ya que ambas especies 
son las mayores productoras de fumonisinas (Rheeder et al., 2002). Dado que la 
contaminación con fumonisinas comienza en el campo, la Unión Europea ha establecido una 
serie de buenas prácticas agrícolas para minimizar el riesgo de contaminación con estas 
micotoxinas, que incluyen la rotación de cultivos, el empleo de variedades resistentes, evitar 
condiciones climáticas adversas mediante el control de siembras y cosechas, y el control de 
insectos (Recomendación 2006/576/CE). 
Existen muchos factores que intervienen en la contaminación de los granos con fumonisinas. 
En primer lugar, los que intervienen en la presencia de F. verticillioides en los granos y en su 
desarrollo. El desarrollo de la fusariosis provocada por F. verticillioides puede utilizarse para 
estimar el contenido de fumonisinas en los granos, sin embargo esta relación debe tomarse 
con precaución, ya que en ocasiones se encuentran altas concentraciones de fumonisinas en 
granos asintomáticos (Pascale et al., 1997; Munkvold y Desjardins, 1997; Löffler et al., 
2010), demostrando que el crecimiento del moho y la producción de fumonisinas pueden 
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responder de diferente forma ante determinadas condiciones ambientales. En condiciones de 
laboratorio, el crecimiento de F. verticillioides es favorecido por la actividad de agua (aW) y 
la temperatura, hasta un óptimo de 25-30 ºC, mientras que el óptimo de producción de 
fumonisinas se sitúa entre 20 y 30 ºC (Marín et al., 2004; Samapundo et al., 2005). Además 
se sabe que en condiciones de temperatura subóptimas para el crecimiento, una baja 
disponibilidad de agua puede incrementar la producción de estas micotoxinas (Samapundo et 
al., 2005; Jurado et al., 2008). 
Las sedas son la principal vía de entrada de F. verticillioides a la mazorca (Munkvold et al. 
1997; Duncan y Howard, 2010) por lo que la floración femenina se considera un momento 
clave en la infección. Se ha observado que condiciones de altas temperaturas y precipitaciones 
especialmente bajas durante la floración favorecen el posterior desarrollo de la enfermedad 
(Shelby et al., 1994; de la Campa et al., 2005). El alargamiento del periodo de cultivo y 
condiciones de mayor humedad antes de la cosecha aumentan el riesgo de enfermedad de los 
granos y de acumulación de fumonisinas (Ono et al, 1999; Munkvold, 2003). El papel de los 
insectos también es fundamental, ya que pueden distribuir el moho por los granos y 
proporcionarle vías de entrada a su interior (Sobek y Munkvold, 1999). El daño provocado 
por Sesamia nonagrioides y Ostrinia nubilalis, conocidos vulgarmente como taladros del 
maíz, se ha relacionado con una mayor incidencia del moho y de la contaminación con 
fumonisinas (Avantaggiato et al., 2003; Alma et al. 2005). Estudios realizados con maíz Bt y 
con tratamientos insecticidas mostraron reducciones significativas en la concentración de 
fumonisinas en los granos, pero no su eliminación completa (Bakan et al., 2002; Abbas et al., 
2007; Blandino et al., 2008a; Folcher et al., 2010). El manejo conveniente de las fechas de 
siembra y de cosecha es un modo de amortiguar o evitar condiciones ambientales adversas 
durante periodos críticos del cultivo como la floración o la maduración de los granos que no 
pueden ser controladas por el agricultor. Siembras y cosechas tardías tienden a incrementar el 
riesgo de contaminación con fumonisinas, ya que, según varios autores, las plantas tienen más 
probabilidades de sufrir altas temperaturas y sequía durante la floración en el primer caso, y 
condiciones de mayor humedad y presión de insectos durante la madurez de los granos en el 
segundo (Bush et al., 2004; Abbas et al., 2007; Battilani et al., 2008; Blandino et al., 2009; 
Parsons y Munkvold, 2010a). 
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Así mismo, existen características de los granos y de la mazorca que podrían influir en la 
infección y desarrollo del moho, como la humedad de los granos, el grosor del pericarpio y la 
cobertura de brácteas (Fandohan et al., 2003). Una mayor cobertura de brácteas ofrece mayor 
protección contra los daños de insectos, pero también ralentiza el secado de los granos 
manteniendo condiciones favorables para el desarrollo del moho. El pericarpio es otra barrera 
que protege al grano del ataque directo del moho y del daño de los insectos y se ha observado 
cierta relación entre su grosor y la susceptibilidad al desarrollo de F. verticillioides (Hoenisch 
y Davis, 1994; Fandohan et al., 2003). Todos estos factores pueden interrelacionarse, 
dificultando la tarea de controlar la contaminación con micotoxinas. 
Se han establecido varios modelos predictivos para intentar anticipar el nivel de desarrollo del 
moho o el riesgo de aparición de fumonisinas en los granos en un periodo de cultivo 
contemplando una serie de factores como condiciones climáticas, daño de insectos o prácticas 
agronómicas (Stewart et al., 2002; de la Campa et al., 2005; Battilani et al., 2008; Maiorano 
et al, 2009a, b; Rossi et al., 2009; Martínez et al., 2010; Torelli et al., 2012). De la Campa et 
al. (2005) desarrollaron un modelo de regresión múltiple para la predicción de la 
contaminación con fumonisinas a partir de datos obtenidos en Argentina y Filipinas durante 
dos años e identificaron varios factores críticos para la acumulación de fumonisinas, entre los 
que se incluyen principalmente variables climáticas en ciertos periodos en torno a la floración 
y, con un efecto menor, el daño producido por insectos. No se tuvieron en cuenta las 
condiciones climáticas durante el resto del periodo del cultivo, incluido el secado. Battilani et 
al. (2008) obtuvieron un modelo de regresión logística a partir de datos obtenidos durante seis 
años en campos del norte de Italia, integrando únicamente prácticas agronómicas, sin tener 
tampoco en cuenta variables climáticas ni daños de insectos, y en el que la localización 
geográfica, la duración de periodo de cultivo y la precocidad de los híbridos explicaron la 
mayor parte de la concentración de fumonisinas en esa región. Maiorano et al. (2009a) 
desarrollaron un completo modelo de valoración del riesgo de producción de fumonisinas por 
parte de F. verticillioides en los granos de maíz, basado en la relación maíz - F. verticillioides 
- O. nubilalis y elaborado con datos bibliográficos y datos experimentales recogidos en el 
norte de Italia. En este modelo se contemplan datos meteorológicos (temperaturas, humedad, 
velocidad del viento e intensidad de lluvia) en función de su influencia sobre el desarrollo y 
actividad de la planta, el moho y el insecto, la fecha de siembra, características de floración y 
secado para cada híbrido cultivado y la aplicación o no de tratamientos químicos contra O. 
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nubilalis. Los parámetros ambientales durante la floración de las plantas tuvieron un mayor 
peso en este modelo, seguidos de los parámetros relacionados con el nivel de daño de O. 
nubilalis y de los parámetros calculados a partir de datos de temperatura y actividad de agua 
relacionados con el crecimiento de F. verticillioides y la producción de fumonisinas en el 
grano. En este modelo, calibrado para las condiciones del norte de Italia, no se han tenido en 
cuenta otras características fenotípicas de los híbridos, como la cobertura de brácteas o la 
composición de los granos, situaciones de estrés durante el cultivo, la irrigación o el efecto de 
la fertilización, o la presencia de otras especies de insectos, que pueden ser determinantes en 
otras zonas. 
En España y, en concreto, en Galicia, no se ha llevado a cabo ningún trabajo exhaustivo para 
intentar cuantificar el riesgo potencial de sufrir contaminaciones con micotoxinas en el grano 
de maíz, si exceptuamos los dos trabajos citados previamente y que presentaban importantes 
carencias como una gran limitación geográfica (Butrón et al., 2006) o la falta de análisis para 
detectar fumonisinas (Muñoz et al., 1990). Además, para el caso concreto de las fumonisinas, 
que han sido señaladas como las toxinas predominantes, sería necesario determinar aquellas 
variables ambientales y genotípicas que más influyen en su acumulación para diseñar pautas 
adecuadas para su control. Al respecto de lo expuesto, se han planteado los siguientes 
objetivos específicos en el presente capitulo: 
1) Realizar el seguimiento de las especies de Fusarium en los granos de maíz en 
diferentes condiciones ambientales de la provincia de Pontevedra, con el fin de valorar 
el riesgo potencial de contaminación con micotoxinas, y conocer qué factores 
ambientales determinan su presencia en el maíz. 
2) Determinar el grado de relación entre el porcentaje de granos infectados por F. 
verticillioides, el desarrollo de la biomasa fúngica medida como concentración de 
ergosterol y la contaminación con fumonisinas producida en los granos de maíz en 
diferentes ambientes en la provincia de Pontevedra.  
3) Estudiar qué factores ambientales y genotípicos influyen en el porcentaje de infección 
por F. verticillioides, el desarrollo fúngico y el contenido en fumonisinas en los granos 
de maíz en dichos ambientes de la provincia de Pontevedra,, tanto de forma conjunta 
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como individual, con el fin de establecer puntos críticos de control para reducir la 
contaminación con fumonisinas. 
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3.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
3.2.1. Material vegetal y diseño experimental 
En el diseño experimental se utilizaron seis híbridos de maíz amarillo: CM151 x EP39, 
CM151 x EP42, CM151 x EP47, EP39 x EP42, EP39 x EP47 y EP42 x EP47, provenientes de 
cuatro líneas puras elegidas en función del grado de resistencia al ataque de S. nonagrioides, 
la especie de taladro más abundante en Galicia (Cordero et al., 1998; Velasco et al., 2007), en 
evaluaciones previas llevadas a cabo en la Misión Biológica de Galicia (CSIC) (Butrón et 
al.,1999; Santiago et al., 2003) (Tabla 3.1). Se seleccionaron líneas que diferían en la 
resistencia al taladro ya que el ataque de estos insectos favorece la infección fúngica de los 
granos y la contaminación con fumonisinas (Avantaggiato et al., 2003) y, por tanto, esta 
característica podría ser un factor genético relevante. 
Tabla 3.1. Pedigrí de las líneas puras y nivel de resistencia a S. nonagrioides en tallo y mazorca (Butrón et al., 
1998, 1999; Santiago et al., 2003). 
Línea pura Pedigrí Resistencia en tallo Resistencia en mazorca 
EP39 Fino Resistente Resistente 
EP42 Tomiño Susceptible Susceptible 
EP47 (EP4 x A239) EP42 Susceptible Susceptible 
CM151 Mt42 x B142 Resistente Susceptible 
Los seis híbridos fueron evaluados en Galicia, en tres localidades de la provincia de 
Pontevedra. Las localidades fueron: Pontevedra (42º 24’ N, 8º 38’ W) y Barrantes (42º 26’ N, 
8º 46’ W), ambas situadas cerca de la costa y a 50 metros sobre el nivel del mar, y Valongo 
(42º 26’ N, 8º 27’ W), situada en el interior y a una mayor altitud (500 metros sobre el nivel 
del mar). Las evaluaciones se repitieron durante tres años consecutivos: 2007, 2008 y 2009. 
En cada año se establecieron dos fechas de siembra y dos fechas de cosecha (Tabla 3.2). De 
esta forma, la evaluación de los híbridos se llevó a cabo en un total de 36 condiciones 
ambientales.  
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Tabla 3.2. Fechas de siembra y cosecha en cada año y localidad. 
Año Localidad 
Siembra Cosecha 
Temprana Tardía Temprana Tardía 
2007 Pontevedra 24  abril 10  mayo 09  octubre 07  noviembre 
 Barrantes 27  abril 11  mayo 08  octubre 06  noviembre 
 Valongo 24  abril 10  mayo 10  octubre 08  noviembre 
      
2008 Pontevedra 15  abril 05  mayo 02  octubre 06  noviembre 
 Barrantes 25  abril 09  mayo 03  octubre 05  noviembre 
 Valongo 16  abril 05  mayo 06  octubre 06  noviembre 
      
2009 Pontevedra 22  abril 05  mayo 28  septiembre 27  octubre 
 Barrantes 22  abril 06  mayo 28  septiembre 27  octubre 
 Valongo 22  abril 06  mayo 29  septiembre 28  octubre 
Por cada año, localidad y siembra se estableció un ensayo. Cada ensayo siguió un diseño de 
parcelas divididas con tres repeticiones, donde los híbridos fueron asignados a las parcelas 
principales siguiendo un reparto de bloques al azar y las cosechas fueron asignadas a las 
subparcelas. Cada parcela principal constó de dos surcos (dos subparcelas) de 13 plantas 
separadas 0,21 cm entre sí y a 0,80 cm del surco siguiente. En el momento de la siembra se 
sembraron dos semillas por golpe para asegurar la germinación del número de plantas 
deseado. Tras el aclareo de las plántulas se obtuvo una densidad final de 60.000 plantas/ha. 
3.2.2. Variables climáticas 
En cada una de las tres localidades del estudio se instaló una estación meteorológica para la 
recolección de los datos climáticos. Se registraron datos cada 12 minutos. Durante los tres 
años se midieron las siguientes variables climáticas en cada ambiente, es decir, en cada 
combinación de año, localidad, siembra y cosecha: 
- Temperatura media diaria (ºC) 
- Temperatura media de las máximas diarias (ºC) 
- Temperatura media de las mínimas diarias (ºC) 
- Precipitación diaria (mm) 
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- Humedad relativa media diaria (%) 
- Número de días con temperaturas mínimas ≤ 15 ºC 
- Número de días con temperaturas máximas ≥ 30 ºC 
- Número de días con temperaturas máximas ≥ 34 ºC 
- Número de días con temperatura media  ≥ 10 y < 15 ºC 
- Número de días con temperatura media  ≥ 15 y < 20 ºC 
- Número de días con temperatura media  ≥ 20 y < 25 ºC 
- Número de días con temperatura media ≥ 25 y < 30 ºC 
- Número de días con precipitación ≥ 2 mm 
Estos parámetros climáticos se calcularon para los siguientes periodos dentro de cada 
ambiente, establecidos en función de los estados fisiológicos de la planta y del  grano (las 
fechas de floración son referidas a la floración femenina):  
- Ciclo de cultivo: de siembra a cosecha (C). 
- Periodo vegetativo: de siembra a floración (V). 
- Periodo reproductivo: de floración a cosecha (R). 
- Floración: 15 días antes y 15 días después de la floración (F). 
- 4 periodos críticos entorno a la floración (de la Campa et al.,2005): 
· Entre 10 y 4 días antes de la floración (C1). 
· Entre 4 días antes y 2 días después de la floración (C2). 
· Entre 2 y 8 días después de la floración (C3). 
· Entre 8 y 14 días después de la floración (C4). 
- Estado pastoso del grano: entre 16 y 30 días después de la floración (P). 
- Estado vítreo o dentado del grano: entre 31 y 45 días después de la floración (D). 
- Periodo de formación del grano: de floración hasta la madurez fisiológica del grano, 
45 días después (Fr).  
- Secado del grano: a partir de que el grano alcanza la madurez fisiológica (46 días 
después de floración) hasta cosecha (S). 
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3.2.3. Toma de datos y recolección de muestras 
A lo largo del periodo de cultivo, durante la cosecha y en post-cosecha se valoraron diferentes 
características de las plantas y granos y se recolectaron  muestras para la determinación de la 
infección y de la contaminación con fumonisinas. De este modo, durante el periodo en campo 
se tomaron las fechas de floración femenina y masculina como medida de la precocidad de los 
híbridos y, tras la floración, las alturas de las plantas completamente desarrolladas, con los 
siguientes criterios:  
· Floración masculina: número de días desde la siembra hasta el momento en que la mitad 
de las plantas de una parcela producen polen. 
· Floración femenina: número de días desde la siembra hasta el momento en que los estilos 
o sedas de la mitad de las plantas de una parcela son visibles y, por lo tanto, receptivos al 
polen. 
· Altura de planta: media en centímetros de la altura completa, desde la base del tallo 
hasta la punta de la panícula, de cinco plantas completamente desarrolladas y elegidas al 
azar en cada parcela. 
· Altura de mazorca: media en centímetros de la distancia desde la base del tallo hasta el 
nudo de inserción de la mazorca principal de cinco plantas completamente desarrolladas y 
elegidas al azar en cada parcela. 
En el momento de cosecha se recogieron todas las mazorcas de cada surco (o subparcela) y se 
tomaron los siguientes datos: 
· Cobertura de brácteas: media del grado de cobertura de las brácteas de la mazorca 
principal de todas las plantas de una subparcela, dado mediante una escala visual de 1 a 5, 
correspondiendo el 1 a brácteas totalmente laxas que dejan al descubierto los granos y el 
5 a brácteas totalmente compactas y apretadas alrededor de la mazorca (Wiseman y 
Isenhour, 1992) (Figura 3.1).  
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Figura 3.1. Diferente cobertura de brácteas de mazorcas en cosecha correspondientes a valores visuales de 5 (A) 
y 1 (B). 
A      B    
 
· Daño de taladro en mazorca: valoración media de los daños producidos por el taladro 
(S. nonagrioides y O. nubilalis) en cinco mazorcas tomadas al azar en cada subparcela, 
considerando los granos y el raquis, mediante una escala visual en función del porcentaje 
de daño de 1 (100% de la mazorca afectada) a 9 (sin daños). 
· Daño de taladro en tallo o longitud de galerías: media en centímetros de la longitud de 
las galerías excavadas por el taladro (S. nonagrioides y O. nubilalis) en el interior de la 
caña de cinco plantas tomadas al azar en una subparcela. 
· Humedad de los granos: porcentaje de humedad de los granos en el momento de la 
cosecha, estimado a partir de una muestra de grano de cinco mazorcas tomadas al azar en 
una subparcela, mediante un medidor de humedad. 
Tras la cosecha, las mazorcas recogidas se sometieron a secado forzado a 35º C durante una 
semana. Antes del desgrane a mano se realizó el recuento de los granos atacados por polilla: 
· Daño por polilla: media del número de granos con orificios visibles producidos por la 
polilla del maíz (Sitotroga cerealella Olivier) (Figura 3.2B) en cinco mazorcas tomadas 
al azar en cada subparcela. 
Posteriormente, las mazorcas se desgranaron a mano para evitar daños en los granos, y se 
almacenaron a 4 ºC y a 50% de humedad. Se tomaron muestras representativas de los granos 
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para las determinaciones de la infección fúngica, ergosterol y fumonisinas y se tomaron los 
datos restantes: 
· Porcentaje de granos con el pericarpio dañado: número de granos con el pericarpio 
dañado, o granos rotos, en una muestra aleatoria de 100 granos de cada subparcela. Para 
una mejor percepción de los posibles daños en el pericarpio, los granos se sumergieron en 
una solución de azul brillante al 0,1% durante 30 s, se aclararon con agua corriente otros 
30 s y se dejaron secar sobre papel antes de realizar el recuento (Henry y Kettlewell, 
1996). Cualquier daño en el pericarpio fue contabilizado: rotura del grano, fracturas en el 
pericarpio, agujeros creados por polilla, etc. (Figura 3.2). 
Figura 3.2. Granos con varios tipos de daños resaltados por azul brillante (A) y orificios creados por polilla en 
los granos (B). 
A         B    
 
· Grosor del pericarpio: media en micrómetros del grosor del pericarpio en las regiones 
germinal y abgerminal de un mínimo de 10 granos tomados al azar en cada subparcela. 
Para obtener el pericarpio de los granos y realizar las medidas se siguieron los protocolos 
establecidos por Wolf et al. (1969) y St. Martin et al. (1980) con modificaciones. Los 
granos se sumergieron en agua destilada durante 24 h para facilitar la separación del 
pericarpio, se cortaron y desecharon los bordes manteniendo las secciones centrales, y se 
separó el pericarpio de las regiones germinal y abgerminal de los granos (Figura 3.3). Las 
secciones de pericarpio se sumergieron en una solución de dos partes de agua y una de 
glicerol durante 24 h y se secaron entre papel de filtro durante otras 24 h. El glicerol evitó 
la formación de arrugas en las secciones y que el pericarpio se volviera quebradizo, 
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facilitando las medidas. El grosor de las secciones de pericarpio se midió con un 
micrómetro (modelo nº 56212, Ames Inc., EE.UU.). 
Figura 3.3. Granos seccionados tras 24 h en agua destilada (A) para facilitar la separación del pericarpio (B). 
A         B    
 
3.2.4. Análisis de fumonisinas 
La determinación de fumonisinas se realizó mediante cromatografía líquida de alta eficacia 
(HPLC). Una muestra representativa de 200 g de grano de cada subparcela fue molida en un 
molino de mano y una submuestra representativa de 10 g de grano molido se utilizó para 
realizar la extracción de fumonisinas. La extracción se realizó en matraces ámbar para evitar 
la degradación de las fumonisinas por la luz durante el proceso. Se empleó como solvente 50 
ml de una mezcla de agua destilada, metanol y acetonitrilo (ambos en grado analítico) en 
proporción 50:25:25 y 1 g de NaCl. La mezcla se sometió a agitación durante 20 min, se filtró 
a través de papel de filtro y 10 ml del filtrado obtenido se diluyeron en 40 ml de tampón 
fosfato salino (PBS) (ver Anexo). Los 50 ml de dilución resultantes se hicieron pasar a través 
de una columna de inmunoafinidad específica para fumonisinas (Fumoniprep R-Biopharm 
Rhône LTD, UK) conectada a un sistema de multivacío, a una velocidad no superior a 1-2 
gotas por segundo aproximadamente. La columna se lavó con 20 ml de PBS, manteniendo la 
misma velocidad. Las fumonisinas se eluyeron con 1,5 ml de metanol (grado HPLC) a una 
velocidad de 1 gota por segundo, en viales ámbar o recubiertos con papel de aluminio para 
evitar el paso de luz. En este paso, para aumentar la desnaturalización de los anticuerpos de la 
columna y favorecer la elución de las micotoxinas, se invirtió el flujo de elución tres veces 
con una jeringa de plástico. Por último, se hicieron pasar por la columna 1,5 ml de agua 
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ultrapura (Milli Q), recuperando así las fumonisinas en un volumen final de 3 ml de metanol y 
agua en proporción 50:50. 
La cuantificación de las fumonisinas se llevó a cabo en un sistema HPLC Waters (Waters 
Separations Module 2695, Milford, USA) equipado con un detector de fluorescencia (Waters 
Multi λ Fluorescence Detector 2475; λex = 335nm, λem= 440nm) y una columna C18 (Waters 
Spherisorb ODS2, 150 mm x 4.6 mm d. i.; 5 µm tamaño de poro) conectada a una precolumna 
(Waters Spherisorb S5ODS2, 10 mm x 4.6 mm d.i.). Las fumonisinas son moléculas que en 
estado natural no emiten fluorescencia, por lo que fueron transformadas en derivados 
fluorescentes mediante la adición de una disolución derivatizante de o-ftaldehido (OPA) (ver 
Anexo). En el momento previo al análisis 300 µl de OPA se añadieron a 300 µl de muestra en 
un vial HPLC de 1 ml, y se mezclaron 30 s en un vórtex. Debido a la inestabilidad del 
derivado, la inyección de las muestras se realizó de inmediato. Se inyectaron 100 µl en la 
columna de HPLC con un flujo de 1 ml/min y a una temperatura de 30 ºC. La fase móvil 
utilizada fue una solución de metanol y dihidrógeno fosfato de sodio (NaH2PO4) 0,1 M en una 
proporción 77:23, ajustada a pH 3,35 con ácido ortofosfórico, y posteriormente filtrada. La 
cuantificación se realizó mediante rectas de calibrado elaboradas con patrones externos de 
FB1 y FB2 (Sigma, St. Louis, MO, USA) pinchados diariamente. La concentración de 
fumonisinas se fue expresada en µg/g de peso seco. 
La extracción y el análisis de fumonisinas se llevaron a cabo en los laboratorios de Unidad de 
Micología Aplicada del Departamento de Tecnología de los Alimentos de la Universidad de 
Lleida. 
3.2.5. Análisis de ergosterol 
El ergosterol es un esterol de la membrana celular de hongos que no existe en células 
animales o vegetales, por lo que es utilizado frecuentemente como un indicador de la biomasa 
fúngica presente en una muestra (Seitz et al., 1977; Taniwaki et al., 2006). La concentración 
de ergosterol se determinó en los granos recolectados en cada subparcela. Los análisis se 
llevaron a cabo siguiendo el procedimiento indicado por Reid et al. (1999) con pequeñas 
modificaciones. En tubos de ensayo de 17 ml se introdujeron 100 mg de una muestra 
representativa de grano molido (0,75 mm de tamaño de partícula), a los que se añadieron 2 ml 
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de metanol y 2 ml de NaOH 2M. Los tubos se cerraron con tapones de teflón, se colocaron en 
botes de plástico cerrados de 1 L de capacidad y se introdujeron en un horno microondas 
(Teka, modelo MW-219) al 80% de potencia (2,450 MHz, potencia máxima 800 W) durante 
20 s y tras aproximadamente 5 min de enfriamiento, durante otros 20 s. Una vez enfriados, la 
reacción se neutralizó con 0,5 ml de HCl 1M y se trató con 2 ml de metanol. Las muestras se 
extrajeron con 4 ml de pentano, repitiendo el proceso tres veces. Las fases superiores 
recogidas se mezclaron y se trasladaron a balones de cristal para su evaporación en un 
rotavapor a 50 °C. Las muestras se redisolvieron con 0,5 ml de metanol en grado HPLC, se 
filtraron a través de filtros de nylon con un tamaño de poro de 0,45 μm y se recogieron 
directamente a viales HPLC. Se conservaron a -20 ºC hasta el momento del análisis. 
La cuantificación del ergosterol se llevó a cabo en un sistema HPLC Shimadzu a temperatura 
ambiente. Se inyectaron 50 μl de muestra en una columna ACE C18 (150 x 4 mm, 5 μm) con 
un flujo de 2 ml utilizando como eluente una solución de acetonitrilo y metanol en grado 
HPLC (90:10) en condiciones isocráticas. El tiempo de retención del ergosterol fue de 
aproximadamente 8 min. La cuantificación del área del pico se realizó a una longitud de onda 
de 282 nm, utilizando un patrón externo de ergosterol (Sigma, St. Louis, MO, USA) para la 
curva de calibrado. La concentración de ergosterol fue transformada a µg/g de peso seco. 
La extracción y determinación del ergosterol se llevó a cabo en el departamento de 
Producción Vegetal de la Escuela Universitaria de Ingeniería Técnica Forestal de la 
Universidad de Vigo. 
3.2.6. Determinación de especies del género Fusarium en los granos 
La identificación de las especies de Fusarium en los granos de maíz fue realizada por el 
servicio externo de la Estación Fitopatolóxica do Areeiro, en Pontevedra, mediante la 
caracterización morfológica y molecular de los aislados fúngicos. La identificación y el 
cálculo del porcentaje de los aislados de cada especie se llevaron a cabo en 50 granos de cada 
subparcela. En los años 2007 y 2008 se determinó la infestación de los granos por especies de 
Fusarium: es decir, el recuento de dichas especies se llevó a cabo a partir de granos no 
desinfectados superficialmente, por lo que se contabilizaron tanto las especies de Fusarium 
que estaban infectando los granos como las que simplemente estaban presentes en su 
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superficie. En el año 2008 se realizó, también, la determinación de las especies de Fusarium 
que estaban infectando los granos, tras desinfectar superficialmente los granos con hipoclorito 
sódico. En el año 2009 se realizó la identificación y el recuento únicamente de F. 
verticillioides y F. proliferatum, tanto en granos desinfectados superficialmente como en no 
desinfectados. 
3.2.7. Análisis estadísticos 
Análisis de varianza de los caracteres 
Se realizaron análisis de varianza (ANOVA) para todos los caracteres (excepto para las 
variables climáticas y la infestación e infección por especies de Fusarium diferentes de F. 
verticillioides y F. proliferatum) mediante el procedimiento estadístico PROC GLM de SAS 
(SAS, 2008). Todos los factores fueron considerados fijos excepto las repeticiones, con el fin 
de mantener el mismo criterio con respecto a los análisis de regresión factorial que se 
realizarán con posterioridad. La comparación de las medias de los caracteres se llevó a cabo 
mediante la prueba de la mínima diferencia significativa protegida de Fisher (MDS) a un nivel 
de probabilidad de 0,05. 
Correlaciones simples de las concentraciones de fumonisinas 
Se llevaron a cabo correlaciones simples entre los caracteres estudiados y las concentraciones 
de FB1, FB2 y FB total (FB1 + FB2), utilizando las medias obtenidas en cada ambiente, con el 
programa PROC CORR de SAS.  
Análisis multivariante 
Se utilizó el análisis multivariante para estudiar la variabilidad de la composición de especies 
de Fusarium en los granos recolectados en los distintos ambientes de la provincia de 
Pontevedra, utilizando las medias en cada ambiente de los porcentajes de cada especie de 
Fusarium, determinados tanto para granos desinfectados superficialmente (infectando los 
granos) como para granos no desinfectados (presentes en los granos). Del mismo modo, 
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también se aplicó el análisis multivariante para analizar la variabilidad ambiental de la 
concentración de FB1, FB2 y FB total, de la concentración de ergosterol y de los porcentajes 
de F. verticillioides en grano. Todos los análisis se realizaron con el programa CANOCO (Ter 
Braak y Šmilauer, 1997), y en todos los casos se siguió el siguiente procedimiento: en primer 
lugar, se llevó a cabo un análisis de correspondencias corregido para determinar si los datos 
obtenidos se ajustaban a un modelo lineal o unimodal, siguiendo las recomendaciones de Lepš 
y Šmilauer (2003). Este tipo de análisis se utiliza en el caso de datos que siguen un modelo de 
ordenación unimodal y la longitud del gradiente principal es representativa de la 
heterogeneidad de la composición de especies. Cuando este gradiente es menor de 3 se 
considera que los datos pueden ajustarse a un modelo lineal. Realizada esta prueba, se 
observó que todos los diferentes conjuntos de datos pudieron ajustarse a un modelo lineal. Por 
tanto, los siguientes análisis empleados se basaron en esta condición y consistieron en análisis 
de componentes principales y análisis de redundancia. 
El análisis de componentes principales valora la importancia de cada uno de los caracteres, y 
los reordena y resume en un nuevo conjunto de variables o componentes principales 
(combinaciones lineales de las variables originales) no correlacionados entre sí. Cada 
componente principal explica una parte de la variabilidad de los caracteres originales. Se 
realizaron análisis de componentes principales con las medias por ambiente de: 
i) Los porcentajes de las especies de Fusarium presentes en los granos no 
desinfectados en 2007 y 2008. 
ii) Los porcentajes de las especies de Fusarium en granos no desinfectados y granos 
desinfectados superficialmente en 2008, tomados por separado. 
iii) La concentración de fumonisinas totales, la concentración de ergosterol y los 
porcentajes de F. verticillioides en granos desinfectados y no desinfectados en 
2008 y 2009. 
iv) Las concentraciones de fumonisinas FB1 y FB2 en 2007, 2008 y 2009. 
En el análisis iii) los datos de los caracteres fueron estandarizados ya que presentaron 
diferentes escalas de medida; por este motivo en este análisis se decidió tener en cuenta la 
concentración de FB total en lugar de las concentraciones individuales de FB1 y FB2.  
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A continuación, se realizaron análisis de redundancia, ya que, estos análisis permiten conocer 
como una combinación de variables (variables independientes o explicativas) explican la 
variabilidad encontrada en otro conjunto de variables (variables dependientes o respuesta). 
Las variables independientes fueron las variables ambientales, pero previamente al análisis 
éstas fueron cribadas y solo se incluyeron en el análisis aquellas que contribuían 
significativamente a la variabilidad (p≤0,05). Para ello, en cada análisis de redundancia se 
realizó un test de permutaciones de Monte Carlo, con 499 permutaciones aleatorias. Años, 
localidades, tipos de siembra y tipos de cosecha se incluyeron como variables ambientales 
categóricas, y se realizaron análisis de redundancia individuales para cada una de ellas. Es 
estos casos no se realizó la selección de las variables ambientales y se tuvo en cuenta la 
significancia de todos los ejes canónicos. Se realizaron análisis de redundancia para estudiar 
la variabilidad explicada por las variables ambientales de los siguientes conjuntos de variables 
dependientes:  
i) Los porcentajes de las especies de Fusarium en los granos no desinfectados en 
2007 y 2008. 
ii) La concentración de FB total, la concentración de ergosterol y los porcentajes de 
F. verticillioides en granos desinfectados y granos no desinfectados en 2008 y 
2009. 
iii) La concentración de FB total y el porcentajes de F. verticillioides en granos 
desinfectados en 2008 y 2009. 
iv) Las concentraciones de FB1 y FB2 en 2007, 2008 y 2009. 
Una vez llevados a cabo los distintos análisis conjuntos de la variación ambiental para las 
variables respuesta, se realizaron análisis individuales de cada una de esas variables 
(porcentaje de granos infectados por F. verticillioides y concentraciones de FB total y 
ergosterol) usando un procedimiento de regresión factorial que nos permite estudiar tanto la 
variabilidad debida al ambiente como al genotipo y la debida a la interacción genotipo x 
ambiente. La ecuación general de un modelo de regresión factorial con k covariables 
genotípicas y h covariables ambientales es la siguiente (Denis, 1980): 
Yij=μ + [Σρk·Gik + αi] + [Σδh·Εjh + βj]+ [ΣGik·θkh·Εjh + Σα′ih·Εjh+Σβ′jk·Gik +εij] 
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Donde: 
- ρk es el coeficiente de regresión de las covariables genotípicas (Gik). 
- δh es el coeficiente de regresión de las covariables ambientales (Εjh). 
- αi es el residuo de los efectos principales del genotipo. 
- βj es el residuo de los efectos principales del ambiente. 
- θkh es el coeficiente de regresión de la interacción de las covariables genotípicas y 
ambientales (Gik y Εjh). 
- α′ih es el coeficiente de regresión específico del genotipo i de la covariable ambiental Εjh. 
- β′jk es el coeficiente de regresión específico del ambiente j de la covariable genotípica Gik. 
- εij es el residuo del efecto de la interacción genotipo x ambiente. 
Todos los factores fueron considerados fijos. La selección de las covariables y su orden en el 
modelo de regresión factorial se realizó tras efectuar los correspondientes análisis de 
regresión múltiple usando la opción “stepwise” con las covariables genotípicas y ambientales, 
empleando en cada caso las medias genotípicas o ambientales de las covariables (Denis, 
1988). Las covariables seleccionadas fueron estandarizadas. El análisis de regresión factorial 
se llevó a cabo con el programa INTERA (Decoux y Denis, 1991). Todos los términos se 
testaron frente al error general. 
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3.3. RESULTADOS 
3.3.1. Análisis de varianza y comparación de medias 
Principales especies productoras de fumonisinas: F. verticillioides y F. proliferatum 
F. verticillioides fue la especie del género Fusarium más frecuentemente aislada en los granos 
de maíz durante los tres años, tanto en granos desinfectados superficialmente como en no 
desinfectados. El porcentaje promedio de granos infectados por F. verticillioides (granos 
desinfectados) fue en torno a un 18%, mientras que el porcentaje de granos infestados por F. 
verticillioides (granos no desinfectados) aumentó hasta el 78%. Con referencia a las muestras, 
prácticamente en la totalidad de las subparcelas recolectadas estaba presente F. verticillioides 
y en un 60% de ellas se detectó infección. El porcentaje de granos infectados por F. 
verticillioides mostró diferencias significativas entre los dos años evaluados (2008 y 2009), 
localidades, tipos de cosecha e híbridos, y únicamente no existieron diferencias significativas 
entre tipos de siembra (Tabla 3.3). La media de granos infectados fue mayor en el año 2008 
(26,1%) que en el 2009 (11,5%), y en la cosecha tardía (20,3%) que en la temprana (16,9%). 
Entre localidades, el mayor porcentaje de infección se localizó en Pontevedra (35,3%), 
seguida de Barrantes (14,7%) y Valongo con sólo un 4,6% de granos infectados. La infección 
de F. verticillioides fue más alta en los híbridos CM151 x EP39 y EP42 x EP47 (27,0% y 
22,7% respectivamente), mientras que los híbridos con el menor porcentaje de infección 
fueron CM151 x EP42, CM151 x EP47 y EP39 x EP42, con entre un 14% y un 16% 
aproximadamente (Tabla 3.5). 
El porcentaje de granos no desinfectados en los cuales F. verticillioides estaba presente 
mostró diferencias significativas únicamente entre localidades y tipos de cosecha (Tabla 3.3). 
Pontevedra y Barrantes, con un porcentaje en torno al 84%, no mostraron diferencias 
significativas entre sí (Tabla 3.5). La infestación por F. verticillioides fue menor en Valongo, 
al igual que sucedía con el porcentaje de infección, aunque en este caso los porcentajes fueron 
mucho más elevados (66,6%). Igualmente, en la cosecha tardía el porcentaje de granos 
infestados por F. verticillioides fue mayor que en la cosecha temprana. 
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En cuanto a F. proliferatum, otra especie productora de fumonisinas, su porcentaje de 
infestación de los granos fue muy bajo, con un promedio en torno al 0,7% de granos. Menor 
aún fue su porcentaje de infección, un 0,3% de los granos en promedio (Tabla 3.5). 
Ergosterol 
La concentración de ergosterol en los granos en el momento de cosecha mostró diferencias 
significativas entre localidades, siembras e híbridos (Tabla 3.4). Entre localidades, la mayor 
concentración de ergosterol se observó en Barrantes (8,88 μg/g), diferenciándose 
significativamente de Pontevedra y Valongo (2,79 μg/g y 0,70 μg/g respectivamente). Entre 
los tipos de siembra, la siembra temprana presentó una concentración de ergosterol más alta 
que la tardía (5,97 μg/g frente a 2,29 μg/g). Los híbridos EP42 x EP47 y CM151 x EP39 
difirieron entre sí con la mayor y la menor concentración de ergosterol respectivamente (6,13 
μg/g y 1,71 μg/g) (Tabla 3.5). 
Fumonisinas 
Aproximadamente un 60% de las muestras de grano analizadas presentaron concentraciones 
detectables de fumonisinas, con valores variables entre 0,02 y 27,8 μg/g. Un 15% del total de 
las muestras superó los 4 μg/g, el límite máximo aceptado por la legislación europea para 
maíz no elaborado destinado al consumo humano (Reglamento Nº 1126/2007). El tipo de 
fumonisinas presentes con mayor frecuencia y concentración fueron las de tipo B1 (Tabla 
3.5).  
Las concentraciones de FB1, FB2 y FB total (FB1 + FB2) en los granos en el momento de 
cosecha difirieron significativamente entre los tres años de estudio y las localidades (Tabla 
3.4). En el año 2008, la concentración media de FB total en los granos alcanzó 4,06 μg/g, 
difiriendo significativamente de las concentraciones observadas en 2007 y 2009, donde fueron 
inferiores a 1,00 μg/g (Tabla 3.5). La localidad con la mayor concentración de FB total fue 
Pontevedra con 2,97 μg/g de media, seguida de Barrantes con 1,90 μg/g, y finalmente 
Valongo con una presencia muy baja de fumonisinas, 0,40 μg/g (Tabla 3.5). En la localidad 
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de Pontevedra, durante el 2008, la concentración de FB total en grano alcanzó una media de 
7,32 μg/g (6,79 μg/g de FB1) (datos no mostrados), superando el límite legal de 4 μg/g. 
En la comparación entre cosechas hubo diferencias significativas en las concentraciones de 
FB1 y FB total, pero no de FB2 (Tabla 3.4), siendo significativamente más altas en la cosecha 
tardía. La concentración de FB total en la cosecha tardía fue de 2,16 μg/g de media, frente a 
1,40 μg/g en la cosecha temprana (Tabla 3.5). 
No hubo diferencias significativas en las concentraciones de FB1, FB2 y FB total en los granos 
entre tipos de siembra (Tabla 3.4), pero se observó una tendencia a una mayor concentración 
de FB1 y FB total en la siembra temprana (Tabla 3.5). Las interacciones siembra x cosecha y 
año x siembra x cosecha fueron significativas para las concentraciones de FB1 y FB total 
(Tabla 3.4), por lo que las diferencias entre siembras se analizaron dentro de cada tipo de 
cosecha y año. En la tabla 3.6 se muestran los resultados de la combinación siembra-cosecha, 
donde se observa que la realización consecutiva de una siembra temprana y una cosecha 
tardía alcanzó niveles más altos de FB total (2,66 μg/g), difiriendo significativamente del 
resto de combinaciones. En la tabla 3.7 se exponen con más detalle las concentraciones 
medias de FB total en cada tipo de siembra dentro de cada tipo de cosecha y año. Puede 
observarse que en la mayor parte de los casos se mantuvo la tendencia de una mayor 
acumulación de fumonisinas en los granos cuando se realizaron siembras tempranas. Esta 
diferencia entre siembras únicamente fue significativa en el año 2007 (Tabla 3.7). Cabe 
destacar los altos niveles de FB total observados en la cosecha tardía en 2008 (Tabla 3.7), 
mayores del límite legal establecido por la Unión Europea para maíz no elaborado destinado 
al consumo humano (4,00 μg/g, Reglamento Nº 1126/2007). Las diferencias entre las 
concentraciones medias de fumonisinas en los granos de los seis híbridos no fueron 
significativas (Tabla 3.5). 
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Tabla 3.3. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de los porcentajes de granos 
infectados o inferstados por F. verticillioides y F. proliferatum en seis híbridos de maíz, en dos tipos de siembra 
y de cosecha, en tres localidades, en los años 2007, 2008 y 20091. 
Fuente de variación2 
Infección  Infestación 
gl F. verticillioides F. proliferatum  gl F. verticillioides F. proliferatum 
Año 1 19779,41 ** 28,43   2 432,10  83,86 * 
Localidad 2 30835,04 ** 43,48   2 18463,84 ** 43,05  
Siembra 1 25,55  10,13   1 2746,32 * 7,29  
A x L 2 3640,62 ** 25,82   4 10222,39 ** 161,63 ** 
A x S 1 680,74  3,50   2 2209,32 * 61,05 * 
L x S 2 114,94  9,69   2 272,94  40,31  
A x L x S 2 2546,73 ** 3,32   4 480,21  22,21  
Rep (A x L x S) 24 385,71  13,83 **  36 644,64  12,83  
Híbrido 5 1189,61 ** 4,68   5 185,94  21,83  
A x H 5 464,34  2,69   10 343,12  17,19  
L x H 10 335,47  4,27   10 303,03  22,72  
S x H 5 252,63  4,97   5 1197,04  21,61  
A x L x H 10 322,14  2,68   20 931,04  23,48  
A x S x H 5 757,80 * 3,69   10 634,05  23,27  
L x S x H 10 547,07  5,19   10 512,31  34,73  
A x L x S x H 9 593,00  4,10   19 388,41  22,32  
Rep x H (A x L x S) 116 329,97  5,04   172 716,78 ** 23,45  
Cosecha 1 1249,74 * 47,02 **  1 8749,78 ** 14,06  
A x C 1 424,09  28,53 *  2 124,10  44,39  
L x C 2 60,85  42,83 **  2 710,60  34,10  
S x C 1 42,92  10,36   1 195,56  39,81  
A x L x C 2 435,42  25,62 *  4 617,58  41,50  
A x S x C 1 4,54  3,49   2 2879,58 ** 30,40  
L x S x C 2 327,89  9,91   2 590,20  16,09  
A x L x S x C 2 803,78  3,32   4 1323,09 * 51,10  
C x H 5 1387,16 ** 4,65   5 238,50  27,06  
A x C x H 5 298,75  2,70   10 332,22  18,28  
L x C x H 10 500,55  4,19   10 445,82  14,54  
S x C x H 5 935,57 ** 5,03   5 332,26  17,02  
A x L x C x H 10 540,03  2,69   20 784,83 * 25,29  
L x S x C x H 10 740,64 ** 5,19   10 879,04 * 48,83 * 
A x S x C x H 5 674,15 * 3,69   10 1022,70 * 43,60 * 
A x L x S x C x H 9 861,78 ** 4,10   19 423,89  29,10  
Error 136 289,63  6,74   201 465,71  22,67  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1Los porcentajes de infección se determinaron sólo en los años 2008 y 2009. 
2 A: año; L: localidad; S: siembra; H: híbrido; C: cosecha; Rep: repetición. 
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Tabla 3.4. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de las concentraciones (μg/g) de 
ergosterol y fumonisinas en seis híbridos de maíz, en dos tipos de siembra y de cosecha, en tres localidades, en 
los años 2007, 2008 y 2009. 
Fuente de variación1,2 gl Ergosterol FB1 FB2 FB total 
Año 2 419,42   600,49 ** 3,42 ** 685,85 ** 
Localidad 2 3267,12 ** 256,21 ** 2,70 ** 304,25 ** 
Siembra 1 2021,69 ** 20,56   0,00   20,67   
A x L 4 136,94  157,14 ** 0,76 ** 178,62 ** 
A x S 2 42,16   1,53   0,26   1,62   
L x S 2 1582,75 ** 4,15  1,16 ** 5,58  
A x L x S 4 82,83   1,81   0,77 ** 3,78   
Rep (A x L x S) 36 236,47 ** 13,89 ** 0,18  15,30 ** 
Híbrido 5 278,73 * 3,40   0,05   3,79   
A x H 10 106,16  1,88  0,14  2,28  
L x H 10 147,83   6,40   0,06   6,69   
S x H 5 109,09  7,06  0,04  7,82  
A x L x H 20 163,08   5,76   0,09   6,67   
A x S x H 10 289,77 * 7,28 * 0,17  8,23  
L x S x H 10 176,04   3,75   0,16   4,64   
A x L x S x H 19 235,93 * 5,06  0,17  6,31  
Rep x H (A x L x S) 172 123,54 ** 3,62   0,13   4,59   
Cosecha 1 262,58  75,90 ** 0,02  73,51 ** 
A x C 2 80,94   66,42 ** 0,05   68,27 ** 
L x C 2 481,54 ** 57,05 ** 0,08  61,29 ** 
S x C 1 135,23   33,94 ** 0,02   35,69 ** 
A x L x C 4 101,14  41,43 ** 0,15  45,28 ** 
A x S x C 2 43,87   28,57 ** 0,17   32,66 ** 
L x S x C 2 208,01  2,55  0,09  3,41  
A x L x S x C 4 61,42   1,72   0,14   2,49   
C x H 5 197,22 * 4,60  0,28 * 6,20  
A x C x H 10 109,63   3,99   0,09   4,59   
L x C x H 10 125,29  4,40  0,22 * 5,54  
S x C x H 5 109,75   5,47   0,04   5,75   
A x L x C x H 20 95,74  4,57  0,10  5,45  
L x S x C x H 10 49,75   4,54   0,12   5,36   
A x S x C x H 10 120,45  7,31  0,08  7,99  
A x L x S x C x H 19 151,67 * 5,82   0,11   6,59   
Error 203 83,96   4,10   0,12   4,80   
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 A: año; L: localidad; S: siembra; H: híbrido; C: cosecha; Rep: repetición. 
2 Los grados de libertad de la fuentes de variación Rep x H (A x L x S) y del error para la concentración de 
ergosterol son 170 y 203 respectivamente. 
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Tabla 3.5. Medias de los porcentajes de granos infectados e infestados por F. verticillioides y F. proliferatum y 
de las concentraciones (μg/g) de ergosterol y fumonisinas en los granos en cada híbrido, tipo de siembra, tipo de 
cosecha, localidad y año. Los porcentajes de infección se determinaron sólo en los años 2008 y 2009.1 
  
F.  verticillioides  F.  proliferatum 
Ergosterol FB1 FB2 FB total  Infección Infestación  Infección Infestación 
Año                  
2007 -  75,75 a  -  0,78 a 2,74 a 0,30 b 0,06 c 0,36 b 
2008 26,09 a 78,70 a  0,00 a 0,05 b 6,12 a 3,73 a 0,33 a 4,06 a 
2009 11,51 b 80,28 a  0,65 a 1,27 a 3,41 a 0,74 b 0,20 b 0,94 b 
MDS 3,97  -   -  0,71  -  0,74  0,08  0,78  
                  
Localidad                  
Pontevedra 35,32 a 83,76 a  0,00 a 0,67 ab 2,79 b 2,71 a 0,26 a 2,97 a 
Barrantes 14,75 b 84,29 a  0,00 a 0,17 b 8,88 a 1,62 b 0,28 a 1,90 b 
Valongo 4,56 c 66,56 b  1,00 a 1,27 a 0,70 b 0,36 c 0,04 b 0,40 c 
MDS 4,86  5,06   -  0,71  3,06  0,74  0,08  0,78  
                  
Siembra                  
Temprana 18,75 a 79,99 a  0,50 a 0,64 a 5,97 a 1,80 a 0,20 a 2,00 a 
Tardía 18,43 a 76,63 a  0,20 a 0,77 a 2,29 b 1,38 a 0,19 a 1,57 a 
MDS -  -   -  -  2,50  -  -  -  
                  
Cosecha                  
Temprana 16,93 b 74,75 b  0,00 b 0,52 a 3,34 a 1,20 b 0,20 a 1,40 b 
Tardía 20,27 a 81,83 a  0,67 a 0,90 a 4,83 a 1,96 a 0,19 a 2,16 a 
MDS 3,29  3,41   0,50  -  -  0,32  -  0,34  
                  
Híbrido                  
CM151 x EP39 26,98 a 78,59 a  0,74 a 0,48 a 1,71 c 1,20 a 0,19 a 1,39 a 
CM151 x EP42 14,51 c 78,50 a  0,07 a 0,14 a 5,11 ab 1,70 a 0,17 a 1,87 a 
CM151 x EP47 15,63 c 77,61 a  0,42 a 0,33 a 2,79 bc 1,60 a 0,19 a 1,79 a 
EP39 x EP42 16,13 c 76,87 a  0,21 a 1,39 a 3,91 abc 1,82 a 0,24 a 2,06 a 
EP39 x EP47 16,86 bc 77,96 a  0,56 a 0,93 a 4,60 abc 1,50 a 0,18 a 1,68 a 
EP42 x EP47 22,69 ab 80,15 a  0,07 a 0,97 a 6,13 a 1,64 a 0,20 a 1,84 a 
MDS 6,11   -    -   -   3,05   -   -   -   
1Medias de cada carácter dentro de cada año, localidad, siembra cosecha o híbrido seguidas de la misma letra no 
difieren significativamente entre sí (p≤0,05).  
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Tabla 3.6. Medias de la concentración de fumonisinas totales (µg/g) en cada combinación de tipo de siembra y 
cosecha.  
Siembra  Cosecha FB total 
Temprana Temprana 1,35 b 
Temprana Tardía 2,66 a 
Tardía Temprana 1,46 b 
Tardía Tardía 1,69 b 
MDS  0,48 
1Medias seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (p≤0,05). 
 
Tabla 3.7. Medias de la concentración de fumonisinas totales (µg/g) en cada tipo de siembra por cada cosecha y 
año. 
 2007 2008 2009 
Cosecha Temprana Tardía Temprana Tardía Temprana Tardía 
Siembra  Temprana 0,40 a 0,52 a 2,37 a 6,27 a 1,23 a 1,17 a 
Siembra  Tardía 0,26 a 0,29 b 3,45 a 4,21 a 0,69 a 0,66 a 
MDS (p≤0,05) - 0,15 - - - - 
1Medias seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (p≤0,05). 
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Daños de insectos: taladro y polilla 
Los daños causados por el taladro en la mazorca y en el tallo (longitud de galerías) y el 
número de granos atacados por polilla mostraron diferencias significativas entre años, 
localidades, cosechas e híbridos, pero no las mostraron entre siembras (Tabla 3.8). 
Los daños causados por el taladro en la mazorca fueron ligera pero significativamente 
mayores en el año 2008, mientras que el daño de taladro en tallo y el número de granos 
atacados por polilla fueron mayores en 2009 (Tabla 3.9). Los daños en mazorca causados por 
el taladro y la polilla fueron ambos significativamente menores en el año 2007. Con respecto 
a las localidades, en Valongo apenas se produjeron daños de insectos; en Pontevedra y 
Barrantes las plantas sufrieron mayores daños de taladro y polilla, difiriendo sólo en la 
incidencia de polilla que fue significativamente mayor en Barrantes (21,1 granos frente a 10,3 
granos en Pontevedra y 0,5 en Valongo) (Tabla 3.9). En cosecha, los mayores daños de polilla 
y de taladro en tallo se observaron al recoger de forma tardía. La comparación de medias 
mediante la MDS no mostró diferencias significativas entre las cosechas en lo referente a los 
daños producidos por taladro en la mazorca (Tabla 3.9). El daño de polilla tendió a ser mayor 
en la siembra temprana, pero la diferencia no llegó a ser significativa. 
Los híbridos siguieron una ordenación diferente en función del tipo de daño, pero en todos los 
casos el híbrido CM151 x EP39 tendió a presentar los menores niveles de daño, tanto de 
taladro (en mazorca y tallo) como de polilla (Tabla 3.9). En promedio, el daño causado por el 
taladro en la mazorca fue bajo (menor del 5%, equivalente a un 8,6 en la escala visual de 
daño), y las diferencias entre los híbridos pequeñas (Tabla 3.9). 
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Tabla 3.8. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de los daños producidos por 
taladro y polilla en seis híbridos de maíz, en dos tipos de siembra y de cosecha, en tres diferentes localidades, en 
los años 2007, 2008 y 2009. 
Fuente de variación1,2 gl 
Daños de taladro3 
Nº granos dañados por polilla 
En mazorca En tallo 
Año 2 8,62 ** 739,53 * 4795,41 ** 
Localidad 2 8,62 ** 10566,84 ** 15715,00 ** 
Siembra 1 0,44   5,61   888,25   
A x L 4 2,31 ** 3127,96 ** 3611,76 ** 
A x S 2 0,41   6,80   91,70   
L x S 2 0,45   129,75   173,94   
A x L x S 4 0,48 * 384,12 * 54,64   
Rep (A x L x S) 36 0,16   147,98 ** 239,79 ** 
Híbrido 5 0,57 ** 176,34 * 614,93 ** 
A x H 10 0,25 * 73,69   156,92   
L x H 10 0,17   77,30   239,14 ** 
S x H 5 0,10   192,81 * 164,10   
A x L x H 20 0,11   71,82   84,21   
A x S x H 10 0,08   116,24   112,08   
L x S x H 10 0,10   159,89 * 103,63   
A x L x S x H 19 0,13   81,97   54,43   
Rep x H (A x L x S) 172 0,11 ** 67,25 * 88,64 ** 
Cosecha 1 0,43 * 2624,54 ** 11371,86 ** 
A x C 2 0,04   292,44 ** 2562,07 ** 
L x C 2 0,20   599,30 ** 3231,46 ** 
S x C 1 0,17   122,78   88,25   
A x L x C 4 0,30 ** 512,14 ** 1396,21 ** 
A x S x C 2 0,06   23,14   112,46   
L x S x C 2 0,12   64,53  399,40  
A x L x S x C 4 0,02   46,80  270,84  
C x H 5 0,06   80,34  113,48  
A x C x H 10 0,18 ** 39,27  40,29  
L x C x H 10 0,19 ** 36,75  120,92  
S x C x H 5 0,10   37,24  200,38  
A x L x C x H 20 0,13 * 51,68  48,77  
L x S x C x H 10 0,07   23,37  104,45  
A x S x C x H 10 0,07   15,77  160,33  
A x L x S x C x H 19 0,05   41,63  138,52  
Error 201 0,07   42,44  51,61  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 A: año; L: localidad; S: siembra; H: híbrido; C: cosecha; Rep: repetición. 
2 Los grados de libertad de las fuentes de variación A x L x S x H, Rep x H (A x L x S) y del error para el 
carácter longitud de galerías son 20, 174 y 202 respectivamente; los grados de libertad de la fuente de variación 
A x L x C x H y del error para el número de granos dañados por polilla son 19 y 191 respectivamente. 
3 Daño de taladro en mazorca evaluado en una escala de 1 (100% de la mazorca dañada) a 9 (sin daños), daño de 
taladro en tallo evaluado como longitud en cm de las galerías excavadas. 
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Tabla 3.9. Medias de los daños producidos por taladro en la mazorca y en el tallo (longitud de galerías) y del 
número de granos por mazorca atacados por polilla en cada híbrido, tipo de siembra, tipo de cosecha, localidad y 
año1. 
 
Daños de taladro2 
Nº granos dañados por polilla 
En mazorca (1-9) En tallo (cm) 
Año       
2007 8,90 a 8,32 b 4,88 c 
2008 8,45 c 7,29 b 11,22 b 
2009 8,80 b 10,87 a 15,02 a 
MDS 0,08  2,41  3,11  
Localidad       
Pontevedra 8,61 b 13,50 a 10,28 b 
Barrantes 8,57 b 12,74 a 21,11 a 
Valongo 8,96 a 0,30 b 0,50 c 
MDS 0,08  2,41  3,11  
Siembra       
Temprana 8,74 a 8,83 a 11,71 a 
Tardía 8,69 a 8,88 a 9,17 a 
MDS -  -  -  
Cosecha       
Temprana 8,70 a 6,80 b 5,57 b 
Tardía 8,73 a 10,95 a 15,18 a 
MDS -  1,03  1,15  
Híbrido       
CM151 x EP39 8,81 a 6,53 c 6,76 b 
CM151 x EP42 8,71 bc 9,06 ab 12,34 a 
CM151 x EP47 8,69 c 8,26 bc 12,20 a 
EP39 x EP42 8,80 ab 8,76 abc 9,31 b 
EP39 x EP47 8,67 c 10,79 a 8,97 b 
EP42 x EP47 8,63 c 9,56 ab 12,47 a 
MDS 0,09   2,24   2,60   
1 Medias de cada carácter dentro de cada año, localidad, siembra cosecha o híbrido seguidas de la misma letra no 
difieren significativamente entre sí (p≤0,05).  
2 Daño de taladro en mazorca evaluado en una escala de 1 (100% de la mazorca dañada) a 9 (sin daños), daño de 
taladro en tallo evaluado como longitud en cm de las galerías excavadas. 
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Cobertura de brácteas y humedad de los granos 
El nivel de cobertura de las brácteas y el porcentaje de humedad de los granos en el momento 
de cosecha presentaron diferencias significativas entre años, localidades, siembras, cosechas e 
híbridos, así como para varias de sus interacciones (Tabla 3.10). La cobertura de brácteas y el 
porcentaje de humedad de los granos fueron mayores en 2008 (3,13 y 22,8% respectivamente) 
y en la localidad de Valongo (2,94 y 25,4% respectivamente). En Pontevedra, los granos 
presentaron el menor porcentaje de humedad (17,91%) (Tabla 3.12). Las siembras tardías o 
las cosechas tempranas favorecieron una mayor cobertura de brácteas y mantuvieron en los 
granos porcentajes de humedad más altos. Con respecto a los híbridos, CM151 x EP39 y 
EP42 x EP47 presentaron respectivamente la mayor y la menor cobertura de brácteas (3,73 y 
1,61). Los híbridos mostraron un comportamiento diferente con respecto al porcentaje de 
humedad: el híbrido CM151 x EP42 fue el único que mostró un porcentaje inferior al 20% 
(Tabla 3.12). 
Pericarpio de los granos: grosor y rotura 
Hubo diferencias significativas entre años, localidades, siembras, cosechas e híbridos, y para 
algunas de sus interacciones para el grosor del pericarpio de los granos y el porcentaje de 
granos con el pericarpio dañado (Tabla 3.10). Ambos caracteres mostraron variaciones 
similares. El pericarpio de los granos fue más grueso y sufrió menores daños en el año 2007 
que en los dos años siguientes y en la localidad de Valongo que en Pontevedra y Barrantes 
(Tabla 3.12). En Barrantes fue donde el pericarpio de los granos resultó más dañado, 
coincidiendo con un mayor ataque de polilla (Tabla 3.12). El grosor del pericarpio fue menor 
y el porcentaje de granos con el pericarpio roto fue mayor cuando se realizaron siembras 
tempranas o cosechas tardías (Tabla 3.12). El híbrido que presentó el mayor grosor de 
pericarpio fue EP39 x EP42 y los híbridos menos dañados EP39 x EP42 y CM151 x EP39. El 
menor grosor del pericarpio lo mostró el híbrido CM151 x EP47, mientras que el híbrido que 
sufrió más daños en el pericarpio fue EP42 x EP47 (Tabla 3.12). 
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Floraciones y alturas 
Las fechas de floración masculina y femenina y las alturas de planta y de inserción de la 
mazorca principal mostraron diferencias significativas entre años, localidades, siembras e 
híbridos (Tabla 3.11). Las plantas fueron más precoces en 2009, en la localidad de Valongo y 
tras una siembra tardía, y fueron más tardías en 2008, en la localidad de Barrantes y tras una 
siembra temprana. En 2009 las plantas fueron más bajas que en otros años, pero con una 
mayor altura de inserción de la mazorca. Ambas alturas fueron mayores cuando se dio una 
siembra tardía y cuando las plantas se cultivaron en la localidad de Valongo, mientras que en 
Barrantes las mazorcas se encontraron a una menor distancia del suelo. CM151 x EP39 fue el 
híbrido más precoz y con menor altura de mazorca, difiriendo significativamente del híbrido 
EP42 x EP47 para ambos caracteres (Tabla 3.12). 
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Tabla 3.10. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de la cobertura de brácteas (1-5), 
la humedad de los granos (%), el grosor del pericarpio de los granos (µm) y el porcentaje de granos con el 
pericarpio roto en seis híbridos de maíz, en dos tipos de siembra y de cosecha, en tres diferentes localidades, en 
los años 2007, 2008 y 2009. 
Fuente de variación1 gl Cobertura de brácteas2 Humedad de los grano Grosor de pericarpio Pericarpio roto 
Año 2 49,12 ** 948,02 ** 565,18 ** 681,06 ** 
Localidad 2 21,62 ** 3499,89 ** 114,88 ** 4395,72 ** 
Siembra 1 6,94 * 628,66 ** 57,22 * 1345,11 ** 
A x L 4 2,00  271,83 ** 98,85 ** 234,04 ** 
A x S 2 7,62 ** 97,75 ** 69,57 ** 32,45   
L x S 2 6,91 ** 35,29 ** 99,09 ** 988,52 ** 
A x L x S 4 1,11   56,17 ** 41,44 * 50,43   
Rep (A x L x S) 36 1,17 * 2,26  12,78  37,05  
Híbrido 5 59,80 ** 130,64 ** 2768,06 ** 546,60 ** 
A x H 10 3,98 ** 7,93 ** 32,23 ** 83,24 ** 
L x H 10 2,93 ** 3,92   24,73 * 236,55 ** 
S x H 5 1,53  2,10  17,98  109,52 ** 
A x L x H 20 5,18 ** 2,70   44,87 ** 128,82 ** 
A x S x H 10 4,23 ** 2,06  13,49  100,41 ** 
L x S x H 10 2,01 ** 1,98   36,60 ** 90,19 ** 
A x L x S x H 19 2,94 ** 1,86  30,25 ** 85,41 ** 
Rep x H (A x L x S) 170 0,71 ** 2,22   10,84 * 32,29   
Cosecha 1 4,01 ** 3432,45 ** 613,11 ** 4070,95 ** 
A x C 2 1,32 * 33,09 ** 838,46 ** 51,50   
L x C 2 1,09 * 403,69 ** 30,23 * 1407,92 ** 
S x C 1 0,00   171,80 ** 56,36 ** 43,47   
A x L x C 4 1,22 ** 39,17 ** 111,47 ** 136,93 ** 
A x S x C 2 1,57 ** 34,40 ** 122,69 ** 30,54   
L x S x C 2 1,10 * 9,84 ** 54,07 ** 4,14  
A x L x S x C 4 0,77 * 23,50 ** 176,14 ** 134,99 ** 
C x H 5 1,13 ** 8,53 ** 10,31  43,37  
A x C x H 10 0,92 ** 2,93   8,81   41,73   
L x C x H 10 1,07 ** 4,96 ** 5,99  65,75 ** 
S x C x H 5 0,52   1,25   3,91   16,18   
A x L x C x H 20 0,46  4,22 ** 11,55  27,78  
L x S x C x H 10 0,38   1,46   10,60   26,01   
A x S x C x H 10 0,64 * 2,64  10,92  56,93 * 
A x L x S x C x H 19 0,39   1,62   7,31   53,38 * 
Error 201 0,31   1,85   8,28   26,86   
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 A: año; L: localidad; S: siembra; H: híbrido; C: cosecha; Rep: repetición. 
2 Cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas 
apretadas). 
3 Los grados de libertad de la fuente de variación Rep x H (A x L x S) y del error para el carácter humedad de los 
granos son 169 y 200 respectivamente; los grados de libertad de la fuente de variación Rep x H (A x L x S) y A x 
L x C x H para la cobertura de brácteas son 171 y 19 respectivamente. 
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Tabla 3.11. Cuadrados medios y grados de libertad del análisis de varianza de las floraciones (días) femenina y 
masculina y de las alturas (cm) de planta y de inserción de la mazorca principal en seis híbridos de maíz, en dos 
tipos de siembra y de cosecha, en tres diferentes localidades, en los años 2007, 2008 y 2009. 
Fuente de variación1,2 gl Floración femenina Floración masculina Altura de planta 
Altura de mazorca 
principal 
Año 2 702,51 ** 958,99 ** 133640,87 ** 233333,34 ** 
Localidad 2 19860,64 ** 19961,16 ** 50619,51 ** 26140,49 ** 
Siembra 1 9488,25 ** 8378,36 ** 46613,62 ** 10766,94 ** 
A x L 4 448,65 ** 553,54 ** 23541,00 ** 7393,20 ** 
A x S 2 68,38 ** 98,50 ** 10905,61 ** 2663,46 ** 
L x S 2 464,74 ** 441,45 ** 4091,52 * 1043,15 * 
A x L x S 4 154,68 ** 132,60 ** 7064,90 ** 731,30 * 
Rep (A x L x S) 36 6,48 * 5,53 ** 1029,04 ** 270,25 ** 
Híbrido 5 969,30 ** 675,42 ** 26531,45 ** 21994,57 ** 
A x H 10 23,70 ** 18,94 ** 343,20  712,29 ** 
L x H 10 15,10 ** 12,02 ** 1105,64 ** 964,52 ** 
S x H 5 23,02 ** 20,18 ** 86,92  237,76  
A x L x H 20 9,90 ** 7,39 ** 639,57 ** 590,69 ** 
A x S x H 10 7,95 * 4,77  947,67 ** 849,19 ** 
L x S x H 10 10,91 ** 8,89 ** 617,26 ** 772,62 ** 
A x L x S x H 20 5,27  5,25 * 462,31 ** 297,83 ** 
Rep x H (A x L x S) 179 3,79 ** 2,86 ** 185,82 ** 111,83 ** 
Error 323 0,00  0,00  1,32  0,01  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 A: año; L: localidad; S: siembra; H: híbrido; Rep: repetición. 
2 Los grados de libertad de las fuentes de variación A x L x S x H,  Rep x H (A x L x S) y del error para las 
alturas son 19, 174 y 317 respectivamente. 
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 Tabla 3.12. Medias de caracteres agronómicos en cada híbrido, tipo de siembra, tipo de cosecha, localidad y año1. 
 Cobertura brácteas (1-5)2 
Humedad de los 
granos (%) 
Grosor de 
pericarpio (µm) 
Granos con 
pericarpio roto 
(%) 
Floración 
femenina (días) 
Floración 
masculina (días) 
Altura de 
planta (cm) 
Altura de 
mazorca 
principal (cm) 
Año                 
2007 2,45 b 18,77 c 90,78 a 6,63 b 82,28 b 81,24 b 207,75 a 86,17 b 
2008 3,13 a 22,81 a 82,11 b 10,32 a 83,70 a 82,26 a 209,36 a 74,79 c 
2009 2,19 c 20,05 b 82,71 b 9,82 a 80,11 c 78,19 c 164,56 b 137,07 a 
MDS 0,22  0,30  1,81  1,21  0,50  0,46  6,33  3,24  
Localidad                 
Pontevedra 2,34 b 17,91 c 83,93 b 7,23 b 77,01 b 75,55 b 187,74 b 95,45 b 
Barrantes 2,47 b 18,41 b 84,09 b 14,95 a 75,93 c 74,44 c 181,54 b 90,32 c 
Valongo 2,94 a 25,37 a 87,43 a 4,90 c 93,08 a 91,65 a 212,02 a 114,17 a 
MDS 0,22  0,30  1,81  1,21  0,50  0,46  6,33  3,24  
Siembra                 
Temprana 2,47 b 19,46 b 84,17 b 10,45 a 85,91 a 84,20 a 184,77 b 95,99 b 
Tardía 2,68 a 21,55 a 86,05 a 7,54 b 78,18 b 76,94 b 202,18 a 103,57 a 
MDS 0,18  0,25  1,48  0,99  0,41  0,38  5,17  2,65  
Cosecha                 
Temprana 2,67 a 22,96 a 87,98 a 6,32 b 82,03 a 80,56 a 193,61 a 99,82 a 
Tardía 2,50 b 18,12 b 82,29 b 11,59 a 82,03 a 80,56 a 193,50 a 99,81 a 
MDS 0,09  0,22  1,16  0,82  -  -  -  -  
Híbrido                 
CM151 x EP39 3,73 a 20,20 c 85,21 c 5,89 c 76,84 e 75,94 e 159,75 e 73,54 e 
CM151 x EP42 2,37 d 18,53 d 74,34 e 8,96 b 80,43 d 79,69 d 196,92 c 102,46 c 
CM151 x EP47 2,73 c 20,75 b 68,30 f 9,23 b 82,94 b 81,44 b 206,70 a 109,72 b 
EP39 x EP42 3,22 b 20,91 b 105,40 a 6,48 c 82,30 c 80,87 c 182,58 d 91,97 d 
EP39 x EP47 1,96 e 22,03 a 95,91 b 10,36 b 84,76 a 82,56 a 201,80 b 102,96 c 
EP42 x EP47 1,61 f 20,75 b 82,18 d 12,36 a 84,81 a 82,80 a 209,63 a 115,17 a 
MDS 0,23  0,41  2,30  1,56  0,52  0,45  3,70  2,87  
1 Medias dentro de cada año, localidad, siembra cosecha o híbrido seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (p≤0,05).  
2 Cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas apretadas). 
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3.3.2. Correlaciones entre las concentraciones de fumonisinas y el resto de caracteres 
Las correlaciones simples entre las concentraciones de fumonisinas y el resto de caracteres se 
realizaron con las medias obtenidas en cada combinación de año, localidad, siembra y cosecha 
(medias ambientales, n=36), ya que no existieron diferencias significativas en la 
concentración de FB1, FB2 y FB total entre los seis híbridos utilizados en este trabajo (Tabla 
3.4). Los coeficientes de correlación obtenidos se muestran en la tabla 3.13. Las 
concentraciones de FB1, FB2 y FB total en los granos se correlacionaron significativa y 
positivamente con el porcentaje de granos infectados por F. verticillioides (r=0,76 en el caso 
de FB total), y en menor medida con el porcentaje de granos infestados por F. verticillioides 
(r=0,34). Sin embargo, las concentraciones de FB1 y FB total no se correlacionaron 
significativamente con la concentración de ergosterol. Únicamente la concentración de FB2 
mostró una correlación significativa y positiva con el ergosterol (r=0,41).  
Existió una alta correlación significativa entre las concentraciones de FB1, FB2 y FB total y el 
daño de taladro en la mazorca, de tal manera que a un mayor daño de taladro se observó un 
mayor contenido de fumonisinas (r= -0,73 en el caso de FB total). El grosor de pericarpio 
mostró una correlación negativa con la concentración de FB2, así como la altura de inserción 
de la mazorca principal con las concentraciones de FB1 y FB total, aunque con coeficientes de 
correlación bajos. En cambio, la cobertura de brácteas y la humedad de los granos no 
mostraron correlaciones significativas con las concentraciones de fumonisinas. 
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Tabla 3.13. Correlaciones entre las concentraciones de FB1, FB2 y FB total (µg/g) y los caracteres tomados en 
los diferentes ambientes (n=36). 
Variables FB1 FB2 FB total 
FB2 (µg/g) 0,74 **   
FB total (µg/g) 1,00 ** 0,77 **  
Infección  por F. verticillioides1 (%) 0,75 ** 0,66 ** 0,76 ** 
Infestación por F. verticillioides (%) 0,33 * 0,41 * 0,34 * 
Infección  por F. proliferatum (%) -0,23 -0,33 -0,24 
Infestación por F. proliferatum (%) -0,23 -0,26 -0,23 
Ergosterol (µg/g) 0,26 0,41 * 0,27 
Daño de taladro en mazorca2 (1-9) -0,71 ** -0,82 ** -0,73 ** 
Daño de taladro en tallo (cm) 0,19 0,32 0,20 
Daño de polilla (nº) 0,29 0,42 * 0,31 
Grosor de pericarpio (µm) -0,38 * -0,40 * -0,39 * 
Granos con pericarpio dañado (%) 0,29 0,41 * 0,31 
Cobertura de brácteas3 (1-5) 0,12 -0,02 0,11 
Humedad de los granos (%) -0,13 -0,17 -0,14 
Altura de planta (cm) -0,07 -0,28 -0,09 
Altura de mazorca (cm) -0,49 ** -0,27 -0,48 ** 
Floración femenina (días) -0,19 -0,42 ** -0,21 
Floración masculina (días) -0,20 -0,43 ** -0,22 
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01, respectivamente. 
1 Infección e infestación de especies de Fusarium expresadas en porcentaje de granos. 
2 Daño de taladro en mazorca evaluado en una escala de 1 (100% de los granos dañados) a 9 (sin daños), daño de 
taladro en tallo evaluado como longitud en cm de las galerías excavadas, daño de polilla (S. cerealella) medido 
como el número de granos por mazorca atacados por polilla. 
3 Cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas 
apretadas). 
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3.3.3. Variabilidad de la composición de especies de Fusarium en los granos de maíz 
Un total de once especies de mohos del género Fusarium fueron encontradas en las muestras 
de grano de maíz, bien infestándolos y/o infectándolos (Tabla 3.14). Cinco de ellas fueron 
detectadas en las tres localidades del estudio: F. verticillioides, F. subglutinans sensu lato, F. 
proliferatum, F. poae y F. oxysporum. La especie claramente más abundante fue F. 
verticillioides. F. proliferatum se encontró en los granos de forma puntual al igual que la 
mayor parte de las especies restantes, con la excepción de F. subglutinans sensu lato. 
Tabla 3.14. Relación de especies de Fusarium y porcentaje de granos infectados o infestados por cada especie en 
2007, 2008 y 2009. Entre paréntesis, número de muestras positivas en infección o infestación. En 2009 sólo se 
contabilizaron los porcentajes de F. verticillioides y F. proliferatum. 
 Infestación  Infección 
Fusarium spp. 2007 2008 2009  2008 2009 
F. verticillioides 75,75 (196) 78,69 (197) 80,28 (214)  26,09 (136) 11,51 (116) 
F. subglutinans sensu lato 4,62 (45) 10,34 (85)   8,40 (106)  
F. poae 1,01 (20) 0,07 (2)   0,94 (21)  
F. proliferatum 0,78 (4) 0,05 (1) 1,27 (22)  0,00 0,65 (9) 
F. oxysporum 0,07 (2) 0,96 (11)   0,52 (9)  
F. cerealis 0,15 (1) 0,05 (2)   0,00  
F. equiseti 0,00 0,17 (4)   0,00  
F. solani 0,00 0,05 (2)   0,02 (1)  
F. culmorum 0,00 0,10 (2)   0,17 (3)  
F. graminearum 0,00 0,00   0,05 (1)  
F. torulosum 0,00 0,00   0,02 (1)  
Total % granos positivos 82,40 90,49   36,21  
Total % granos negativos 17,60 9,51   63,79  
F. verticillioides fue la especie más abundante en los 36 ambientes, con promedios 
ambientales de infestación de los granos de entre el 33% y 99%, y de infección entre el 0,3% 
y 55%. De forma similar, F. subglutinans sensu lato fue detectado en todos los 24 ambientes 
estudiados, con porcentajes promedios de infestación en cada ambiente de entre 0% y 27% y 
de infección entre 2,5% y 13% de los granos. El resto de especies se distribuyeron de forma 
desigual entre los distintos ambientes. El promedio de granos infestados por F. proliferatum 
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osciló entre 0% y 9% entre ambientes y sólo se detectaron granos infectados por F. 
proliferatum en la localidad de Valongo en 2009, con promedios ambientales entre 0% y 
5,6%. Las especies restantes mostraron promedios ambientales de infestación e infección 
inferiores al 3,2%, destacando F. poae y F. oxysporum. 
Infestación de especies de Fusarium en los granos 
La variabilidad de la composición de las especies de Fusarium infestando los granos de los 
distintos ambientes se estudió mediante un análisis de componentes principales, siendo la 
media de cada ambiente la unidad de análisis. Los resultados de este análisis muestran que un 
alto porcentaje de la variabilidad en la composición de las especies (87,0%) es explicado por 
el primer componente principal y que los dos primeros componentes principales consiguen 
explicar el 99,2% de la variabilidad (Tabla 3.15). La especie que aporta el mayor coeficiente 
en el primer componente principal es F. verticillioides (Tabla 3.15, Figura 3.4). En el segundo 
componente principal la especie con mayor influencia es F. subglutinans sensu lato, seguida 
de F. culmorum y F. equiseti (Figura 3.4). Con el primer y el segundo eje, respectivamente, se 
puede explicar el 100% de la variabilidad de F. verticillioides y F. subglutinans sensu lato. 
Los ángulos formados entre los vectores indican el signo y el grado de correlación existente 
entre las especies. La correlación aproximada entre dos especies es positiva cuando el ángulo 
formado por los vectores es agudo, y negativa cuando éste es mayor de 90 grados. Si el 
ángulo es recto no existe correlación. Observando esto, F. verticillioides y F. subglutinans 
sensu lato, las especies más abundantes, presentaron una baja correlación negativa (Figura 
3.4).  
La variabilidad de la composición de especies de Fusarium debida a los diferentes años, 
localidades, cosechas y siembras se estudió mediante respectivos análisis de redundancia. 
Únicamente la variabilidad debida a las localidades resultó ser significativa (p=0,002), 
explicando un 59,4% de la variabilidad de las especies. La práctica totalidad de esta 
variabilidad fue explicada por el primer eje (59,2%), relacionando la menor presencia de F. 
verticillioides y la mayor abundancia de F. subglutinans sensu lato, F. culmorum y F. 
cerealis, con la localidad de Valongo (Figura 3.5). Este primer eje explicó el 68,0% de la 
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variabilidad de F. verticillioides debida a las localidades. La variabilidad de las demás 
especies explicada por los dos ejes conjuntamente fue mucho menor (Tabla 3.16).  
Tabla 3.15. Autovectores y varianza explicada acumulada de cada una de las especies del género Fusarium 
presentes en los granos de maíz no desinfectados, en los años 2007 y 2008. 
 Autovectores  Varianza explicada acumulada 
Fusarium spp. CP1 CP2 CP 3 CP 4  CP 1 CP 2 CP 3 CP 4 
F. verticillioides -0,999 0,042 -0,0001 0,000  0,998 1,000 1,000 1,000 
F. subglutinans sensu lato 0,288 0,958 0,004 0,005  0,083 1,000 1,000 1,000 
F. poae -0,114 -0,275 0,620 0,723  0,013 0,090 0,473 0,995 
F. proliferatum -0,118 -0,021 0,842 -0,347  0,014 0,014 0,724 0,844 
F. oxysporum -0,187 -0,032 -0,546 0,275  0,035 0,036 0,334 0,410 
F. cerealis 0,198 -0,262 0,179 0,616  0,039 0,108 0,140 0,520 
F. equiseti 0,280 0,537 -0,175 0,158  0,078 0,367 0,398 0,423 
F. solani -0,123 -0,126 -0,378 0,113  0,015 0,031 0,174 0,187 
F. culmorum 0,382 0,623 0,016 0,081  0,146 0,534 0,534 0,540 
Porcentaje de varianza acumulado    87,0 99,2 99,6 99,8 
 
Figura 3.4. Análisis de componentes principales de las especies de Fusarium presentes en los granos de maíz no 
desinfectados, en 2007 y 2008, y porcentaje de variabilidad explicada por cada eje. El nombre de las especies 
está representado por la primera letra del género y las tres primeras letras del nombre específico. 
 CP1 (87,0%) 
CP2 (12,2%) 
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Figura 3.5. Análisis de redundancia de las especies de Fusarium presentes en los granos de maíz no 
desinfectados en función de las tres localidades muestreadas, en los años 2007 y 2008. El nombre de las especies 
está representado por la primera letra del género y las tres primeras letras del nombre específico. 
 
 
Tabla 3.16. Varianza explicada acumulada de las especies del género Fusarium presentes en los granos de maíz 
no desinfectados debida a la variación entre localidades en los años 2007 y 2008 y correlaciones de las 
localidades con los ejes derivadas del análisis de redundancia.  
 Eje 1 Eje 2 
Varianza explicada de Fusarium spp. 
F. verticillioides 0,680 0,680 
F. subglutinans sensu lato 0,049 0,059 
F. poae 0,008 0,161 
F. proliferatum 0,078 0,202 
F. oxysporum 0,104 0,130 
F. cerealis 0,103 0,105 
F. equiseti 0,011 0,074 
F. solani 0,048 0,182 
F. culmorum 0,140 0,140 
Correlaciones con los ejes  
Pontevedra  -0.40 0.15 
Barrantes -0.42 -0.14 
Valongo 0.82 -0.002 
 
Eje 1 (59,2%) 
Eje 2 (0,2%) 
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Se realizó un nuevo análisis de redundancia con las variables ambientales como variables 
explicativas. Del total de variables ambientales, se incluyeron en el análisis únicamente 
aquellas cuya contribución a la variabilidad de las especies de Fusarium fue significativa 
(p≤0,05) mediante la realización de un test de permutaciones de Monte Carlo (Tabla 3.17).  
Tabla 3.17. Estadísticos del análisis de permutaciones de Monte Carlo y correlaciones con los ejes de las 
variables ambientales en el análisis de redundancia de las especies de Fusarium presentes en los granos no 
desinfectados en 2007 y 2008. 
 Análisis de permutaciones Monte Carlo  Correlaciones con los ejes 
Variables1 F p Varianza explicada acumulada  Eje 1 Eje 2 Eje 3 
Tm15-20S 15,87 0,002 0,42  -0,67 -0,44 0,02 
HrC3 12,14 0,002 0,63  -0,20 0,61 0.19 
Tmin15D 5,65 0,016 0,71  0,67 -0,16 0.25 
1 Tm15-20S: número de días con temperaturas medias entre 15 y 20 ºC en el periodo de secado; HrC3: humedad 
relativa diaria durante el periodo crítico entre 2 y 8 días después de la floración; Tmin15D: número de días con 
temperaturas mínimas ≤ 15 ºC durante el periodo vítreo del grano. 
Los resultados del análisis de redundancia mostraron que el primer eje explicaba la mayor 
parte de la variabilidad en la composición de especies de Fusarium, un 65,0%, y los dos 
primeros ejes alcanzaban a explicar un 71,2% de la variabilidad (Tabla 3.17, Figura 3.6). El 
primer eje presentó una mayor correlación con el número de días con el número de días con 
temperaturas medias entre 15 y 20 ºC en el periodo de secado (Tm15-20S) y el número de 
días con temperaturas mínimas ≤ 15 ºC durante el periodo vítreo, o dentado, del grano 
(Tmin15D) (Tabla 3.17) y explicó un alto porcentaje de la variabilidad de la infestación por 
F. verticillioides (75,2%) (Tabla 3.18). El segundo eje se correlacionó principalmente con la 
humedad relativa diaria durante el periodo crítico entre 2 y 8 días después de la floración 
(HrC3) (Tabla 3.17), y entre ambos ejes consiguieron explicar el 48,7% de la variabilidad de 
la infestación por F. subglutinans sensu lato y entre un 6 y un 21% del resto de especies 
(Tabla 3.18). Según estos resultados, un menor número de días con temperaturas mínimas ≤ 
15 ºC durante el periodo vítreo del grano (Tmin15D), un mayor número de días con 
temperaturas medias entre 15 y 20 ºC durante el periodo de secado (Tm15-20S) y, en menor 
medida, una mayor humedad relativa diaria durante el periodo crítico entre 2 y 8 días después 
de la floración (HrC3), favorecieron la infestación de los granos por F. verticillioides (Figura 
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3.6). La infestación por F. subglutinans sensu lato estuvo correlacionada con una mayor 
humedad relativa diaria durante el periodo crítico entre 2 y 8 días después de la floración 
(HrC3) y un menor número de días con temperaturas medias entre 15 y 20 ºC durante el 
periodo de secado (Tm15-20S) (Figura 3.6).  
Figura 3.6. Análisis de redundancia de las especies de Fusarium presentes en los granos de maíz no 
desinfectados, en función de las variables ambientales1, en los años 2007 y 2008. El nombre de las especies está 
representado por la primera letra del género y las tres primeras letras del nombre específico. 
 
1 Tm15-20S: número de días con temperaturas medias entre 15 y 20 ºC en el periodo de secado; HrC3: humedad 
relativa diaria durante el periodo crítico entre 2 y 8 días después de la floración; Tmin15D: número de días con 
temperaturas mínimas ≤ 15 ºC durante el periodo vítreo del grano. 
Tabla 3.18. Varianza explicada acumulada en el análisis de redundancia de la presencia de especies del género 
Fusarium en los granos de maíz no desinfectados, debida a las cinco variables ambientales con efecto 
significativo. 
Fusarium spp. Eje 1 Eje 2 Eje 3 Eje 4 
F. verticillioides 0,75 0,75 0,75 0,99 
F. subglutinans sensu lato 0,01 0,49 0,49 0,65 
F. poae 0,01 0,15 0,32 0,32 
F. proliferatum 0,06 0,06 0,06 0,09 
F. oxysporum 0,05 0,14 0,16 0,16 
F. cerealis 0,10 0,17 0,17 0,19 
F. equiseti 0,01 0,10 0,12 0,28 
F. solani 0,02 0,18 0,19 0,19 
F. culmorum 0,08 0,21 0,21 0,31 
Eje 1 (65,0%) 
Eje 2 (6,2%) 
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Infestación e infección por especies de Fusarium en los granos 
La figura 3.7 representa el análisis de componentes principales realizado para mostrar de 
forma conjunta la variabilidad de la infestación e infección de los granos por las especies de 
Fusarium a partir de los datos obtenidos en 2008 (12 ambientes). Los dos primeros 
componentes explicaron el 96,3% de la variabilidad de estas especies. Los ambientes con un 
mayor porcentaje de granos infestados por F. verticillioides mostraron un mayor número de 
granos infectados por esta especie, además de una mayor infección por F. subglutinans sensu 
lato, F. poae y F. oxysporum. La infección por F. verticillioides se correlacionó positivamente 
con la infección por F. subglutinans sensu lato, y por el contrario, de forma negativa con su 
porcentaje de infestación  (Figura 3.7).  
Figura 3.7. Análisis de componentes principales de las especies de Fusarium en granos de maíz no desinfectados 
(Infestación: P) y desinfectados superficialmente (Infección: I) en 2008, y porcentaje de variabilidad explicada 
por cada componente principal. El nombre de las especies está representado por la primera letra del género y las 
tres primeras letras del nombre específico. 
 
 
 
 
CP1 (83,0%) 
CP2 (13,3%) 
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3.3.4. Relación de la infestación e infección por F. verticillioides, la concentración de 
ergosterol y la concentración total de fumonisinas en los granos 
El análisis de componentes principales realizado para conocer la variabilidad conjunta de la 
infestación e infección de F. verticillioides, la concentración de ergosterol y la concentración 
de FB total en los granos se muestra en la figura 3.8. El 79,3% de la varianza de estos 
caracteres puede ser explicado por los dos primeros componentes principales, y el 100% por 
los cuatro primeros componentes. Las variables que aportan el mayor peso en el primer 
componente principal son la concentración de FB total (0,89), el porcentaje de infección por 
F. verticillioides (0,84) y el porcentaje de infestación por F. verticillioides (0,74), mientras 
que el peso que aporta la concentración de ergosterol es menor (0,53). En cambio, la 
influencia de la concentración de ergosterol es mayor en el segundo componente principal 
(0,82). La concentración de FB total se correlacionó positivamente con la infección de F. 
verticillioides, y en menor grado con su infestación (Figura 3.8). En cambio, las correlaciones 
de la concentración de ergosterol con la concentración de FB total y con la infección por F. 
verticillioides fueron bajas (Figura 3.8).  
Figura 3.8. Análisis de componentes principales del porcentaje de infestación (Fver_P) e infección (Fver_I) de F. 
verticillioides, la concentración de ergosterol y la concentración de FB total (FBtot) en 2008 y 2009, y el 
porcentaje de variabilidad explicada por cada eje. 
 
CP2 (21,0%) 
CP1 (58,3%) 
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Dados estos resultados, se decidió continuar los análisis con las variables porcentaje de 
infección por F. verticillioides y concentración de FB total, y no considerar la concentración 
de ergosterol debido a su baja correlación con la concentración de FB total. Se llevaron a cabo 
análisis de redundancia para determinar la variabilidad conjunta de estos dos caracteres 
debida a los diferentes años, localidades, cosechas y siembras. La variabilidad debida a años y 
la debida a localidades resultaron significativas y explicaron un 23,2% (p=0,016) y un 47,0% 
(p=0,002), respectivamente, de la variabilidad total. La variabilidad explicada por los tipos de 
siembra y de cosecha no fue significativa. En la Figura 3.9A se representa gráficamente como 
2008 fue un año más favorable que 2009 para las dos variables. La localidad de Pontevedra 
mostró la mayor correlación positiva con ambas, mientras que Valongo la mayor correlación 
negativa (Figura 3.9B).  
Figura 3.9. Análisis de redundancia del porcentaje de infección por F. verticillioides (Fver_I) y concentración de 
FB total (FBtot) en (A) 2008 y 2009, y (B) en las tres localidades muestreadas en esos mismos años, y porcentaje 
de variabilidad explicada por cada eje. 
 
 
Eje 1 (23,2%) 
Eje 1 (46,7%) 
Eje 2 (0,3%) 
A 
B 
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En el análisis de redundancia con las variables ambientales como variables explicativas, solo 
se incluyeron aquellas cuyo efecto sobre la variabilidad del porcentaje de infección por F. 
verticillioides y de la concentración de FB total fuera significativo (p≤0,05), de nuevo 
mediante la realización de un test de permutaciones de Monte Carlo (Tabla 3.19 y Figura 
3.10). La varianza explicada por los dos ejes canónicos fue de 86,6%. Ambos ejes explicaron 
el 87,2% de la concentración de FB total y el 89,9% del porcentaje de infección por F. 
verticillioides. El mayor número de días con precipitaciones ≥ 2 mm durante la floración 
(p2mmF) y una mayor humedad relativa diaria entre 4 días antes y 2 días después de la 
floración (HrC2) tuvieron un efecto negativo sobre el porcentaje de infección por F. 
verticillioides y de la concentración de FB total, mientras que el mayor número de días con 
temperaturas máximas ≥ 30 ºC entre 2 y 8 días después de floración (Tmax30C3) favoreció a 
ambas variables (Figura 3.10). El mayor número de días con temperaturas medias entre 10 y 
15 ºC durante el periodo de secado del grano (Tm10-15S) mostró un efecto positivo sobre la 
concentración de FB total.  
Tabla 3.19. Estadísticos del análisis de permutaciones de Monte Carlo y correlaciones con los ejes de las 
variables ambientales en el análisis de redundancia de la concentración de FB total y el porcentaje de granos 
infectados por F. verticillioides en los años 2008 y 2009. 
 Análisis de permutaciones Monte Carlo  Correlaciones con los ejes 
Variables1 F p Varianza explicada acumulada  Eje 1 Eje 2 
p2mmF     38,78 0,002 0,64  -0,85 0,08 
HrC2     5,68 0,008 0,72  -0,72 0,26 
Tmax30C3  10,78 0,002 0,81  0,84 0,09 
Tm10-15S   6,76 0,008 0,86  0,37 0,38 
PrecipR 3,53 0,044 0,89  -0,14 0,01 
1 p2mmF: número de días con precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de floración; HrC2: humedad relativa 
diaria durante el periodo crítico entre 4 días antes y 2 días después de la floración; Tmax30C3: número de días 
con temperaturas máximas ≥ 30 ºC durante el periodo crítico entre 2 y 8 días después de floración; Tm10-15S: 
número de días con temperaturas medias entre 10 y 15 ºC en el periodo de secado; PrecipR: precipitación 
durante el periodo reproductivo. 
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Figura 3.10. Análisis de redundancia del porcentaje de granos infectados por F. verticillioides (Fver_I) y de la 
concentración de FB total (FBtot) y en función de las variables ambientales1, en los años 2008 y 2009, y 
porcentaje de variabilidad explicada por cada eje. 
 
1 p2mmF: número de días con precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de floración; HrC2: humedad relativa 
diaria durante el periodo crítico entre 4 días antes y 2 días después de la floración; Tmax30C3: número de días 
con temperaturas máximas ≥ 30 ºC durante el periodo crítico entre 2 y 8 días después de floración; Tm10-15S: 
número de días con temperaturas medias entre 15 y 20 ºC en el periodo de secado; PrecipR: precipitación 
durante el periodo reproductivo. 
 
3.3.5. Variabilidad de la concentración de FB1 y FB2 
El análisis de componentes principales realizado para las concentraciones de FB1 y FB2 se 
llevó a cabo con los datos obtenidos en 2007, 2008 y 2009 (Figura 3.11). Se puede 
comprobar, de forma gráfica, que ambas fumonisinas están positivamente correlacionadas. 
Las figuras 3.12A y 3.12B muestran el resultado de los análisis de redundancia efectuados 
para determinar la variabilidad de estas fumonisinas debida a años (39,7%, p=0,002) y a 
localidades (17,2%, p=0,036). Los resultados se asemejan a los obtenidos en el análisis de 
varianza. Se puede observar que la concentración tanto de FB1 como FB2 fue mayor en 2008 
(Figura 3.12A). La localidad con la mayor concentración de FB1 fue Pontevedra, mientras que 
tanto Pontevedra como Barrantes presentaron las mayores concentraciones de FB2 (Figura 
3.12B). La variabilidad explicada por los tipos de siembra y cosecha no fue significativa 
(p>0,05). 
Eje 1 (83,3%) 
Eje 2 (5,3%) 
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Figura 3.11. Análisis de componentes principales de las concentraciones de FB1 y FB2 en los granos de maíz en 
los años 2007, 2008 y 2009 y porcentaje de variabilidad explicada por el único componente. 
 
 
Figura 3.12. Análisis de redundancia del porcentaje de la concentración de fumonisinas B1 y B2 en granos de 
maíz en los años 2007, 2008 y 2009 (A) y en las tres localidades muestreadas en esos mismos años (B), y 
porcentaje de variabilidad explicada por cada eje. 
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De nuevo, se realizó un análisis de redundancia con las variables ambientales como variables 
explicativas de la variabilidad de la concentración de ambas fumonisinas. Sólo se incluyeron 
en el análisis aquellas variables cuyo efecto sobre la variabilidad de la concentración fue 
significativo (p≤0,05), mediante la realización de un test de permutaciones de Monte Carlo 
(Tabla 3.20, Figura 3.13). El primer eje del análisis de redundancia explicó el 92,9% de la 
varianza de la concentración conjunta de FB1 y FB2. El segundo eje solamente aportó un 
0,2%. El total de la varianza explicada de la concentración de FB1 fue explicado por el primer 
eje (93,1%), mientras que entre los dos primeros ejes explicaron el 83,7% de la varianza de la 
concentración de FB2 (58,8% y 24,9% respectivamente).  
El daño de taladro en mazorca explicó el 50% de la varianza de la concentración de las 
fumonisinas y mostró la mayor correlación con el primer eje (Tabla 3.20). Un índice alto en la 
escala de daño indica un menor daño de la mazorca por taladro, por lo que se puede observar 
que el daño de taladro en la mazorca favoreció la producción de FB1 y FB2 (Figura 3.13). El 
mayor número de días con temperaturas máximas ≥ 30 ºC durante la floración (Tmax30F) y 
con precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de secado (p2mmS) favorecieron la 
contaminación de los granos con ambas micotoxinas, mientras que el mayor número de días 
con temperaturas máximas ≥ 30 ºC durante el estado pastoso del grano (Tmax30P) y con 
temperaturas mínimas ≤ 15 ºC durante la floración (Tmin15F) tuvieron un efecto negativo 
sobre ellas (Figura 3.13). El mayor número de días con temperaturas medias entre 20 y 25 ºC 
entre 8 y 14 días después de la floración (Tm20-25C4) favorecieron el aumento de la 
concentración de FB1 y, en menor medida, mayores precipitaciones durante el periodo 
reproductivo (PrecipR) y temperaturas mínimas diarias más elevadas entre 10 y 4 días antes 
de la fecha de floración (TminC1). 
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Tabla 3.20. Estadísticos del análisis de permutaciones de Monte Carlo y correlaciones con los ejes de las 
variables ambientales significativas en el análisis de redundancia de la concentración de FB1 y FB2 en los granos 
de maíz en los años 2007, 2008 y 2009. 
 Análisis de permutaciones Monte Carlo  Correlaciones con los ejes 
Variables1 F p Varianza explicada acumulada  Eje 1 Eje 2 
Daño de taladro en mazorca 34,08 0,002 0,50  -0,71 0,37 
Tmax30F   13,78 0,002 0,65  0,62 0,26 
p2mmS     9,67 0,002 0,73  0,43 0,07 
Tmin15F   5,37 0,034 0,77  -0,48 0,13 
PrecipR 8,08 0,010 0,82  0,14 0,07 
PrecipC4  8,82 0,010 0,86  -0,10 -0,29 
Tm20-25C4  6,15 0,026 0,89  0,30 0,34 
TminC1    7,72 0,006 0,91  0,09 0,02 
Tmax30P   7,22 0,014 0,93  -0,39 0,17 
1 Tmax30F: número de días con temperaturas máximas ≥ 30 ºC durante el periodo de floración; p2mmS: número de días con 
precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de secado; Tmin15F: número de días con temperaturas mínimas ≤ 15 ºC durante la 
floración; PrecipR: precipitación durante el periodo reproductivo; PrecipC4: precipitación durante el periodo crítico entre 8 y 
14 días después de floración; Tm20-25C4: número de días con temperaturas medias entre 20 y 25 ºC durante el periodo 
crítico entre 8 y 14 días después de floración; TminC1: temperaturas mínimas diarias durante el periodo crítico entre 10 y 4 
días antes de floración; Tmax30P: número de días con temperaturas máximas ≥ 30 ºC durante el estado pastoso del grano. 
Figura 3.13. Análisis de redundancia de las concentraciones de FB1 y FB2 en los granos de maíz en función de 
las variables ambientales1, en los años 2007, 2008 y 2009, y porcentaje de variabilidad explicada por cada eje. 
 
1 TalMaz: daño de taladro en mazorca evaluado en una escala de 1 (100% de la mazorca dañada) a 9 (sin daños); Tmax30F: 
número de días con temperaturas máximas ≥ 30 ºC durante el periodo de floración; p2mmS: número de días con 
precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de secado; Tmin15F: número de días con temperaturas mínimas ≤ 15 ºC durante la 
floración; PrecipR: precipitación durante el periodo reproductivo; PrecipC4: precipitación durante el periodo crítico entre 8 y 
14 días después de floración; Tm20-25C4: número de días con temperaturas medias entre 20 y 25 ºC durante el periodo 
crítico entre 8 y 14 días después de floración; TminC1: temperaturas mínimas diarias durante el periodo crítico entre 10 y 4 
días antes de floración; Tmax30P: número de días con temperaturas máximas ≥ 30 ºC durante el estado pastoso del grano. 
Eje 1 (92,9%) 
Eje 2 (0,2%) 
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3.3.6. Influencia de los efectos genotípicos y ambientales y de su interacción en el 
porcentaje de infección por F. verticillioides, la concentración de ergosterol y la 
concentración total de fumonisinas 
Porcentaje de infección por F. verticillioides 
Los efectos principales del ambiente (año x localidad x siembra x cosecha) representaron el 
61,5% de la variación del porcentaje de infección por F. verticillioides, mientras que los 
efectos principales del genotipo sólo representaron el 3,5%. La interacción genotipo x 
ambiente representó el 35,1 % de la variación del porcentaje de granos infectados por F. 
verticillioides.  
Las covariables ambientales seleccionadas tras el análisis de regresión con la opción 
“stepwise” (p≤0,15) e incluidas en el modelo de regresión factorial fueron 2 (Tabla 3.21). El 
número de días con precipitaciones ≥ 2 mm durante la floración (p2mmF) explicó el 70,1% de 
la variabilidad del porcentaje de infección por F. verticillioides debida al ambiente y presentó 
un coeficiente de regresión negativo (δp2mmF=-9,53). La humedad relativa diaria entre 4 días 
antes y 2 días después de la fecha de floración (HrC2) explicó el 13,5% de la variabilidad 
ambiental, también con coeficiente negativo (δHrC2=-7,39). El residuo de la variación debida 
al ambiente fue significativo y representó un 16,3% de la variabilidad ambiental, indicando 
que otras covariables no tenidas en cuenta podrían ejercer un efecto significativo sobre el 
porcentaje de granos infectados por F. verticillioides. 
La opción “stepwise” seleccionó tres covariables genotípicas (p≤0,25) (Tabla 3.21), de las 
cuales altura de planta (AlPlan) y daño de taladro en mazorca (TalMaz) mostraron efectos 
significativos sobre el porcentaje de infección por F. verticillioides en el modelo de regresión 
factorial. El efecto sobre la infección de ambas covariables fue negativo y explicaron 
aproximadamente el 21% y el 67% de la variabilidad genotípica respectivamente. La 
covariable genotípica cobertura de brácteas (CobBr) no mostró efectos significativos sobre la 
infección, pero no fue eliminada del modelo debido a que sí presentó efectos significativos en 
la interacción genotipo x ambiente. El residuo de la variación debida al genotipo no fue 
significativo. 
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La variación del porcentaje de infección por F. verticillioides debida a la interacción genotipo 
x ambiente fue explicada aproximadamente en un 5,3% por las interacciones entre las 
covariables genotípicas y ambientales incluidas en el modelo, en un 68% por las interacciones 
de las covariables genotípicas con el residuo de la variabilidad ambiental, y en un 2,4% por 
las interacciones de las covariables ambientales con el residuo de la variabilidad genotípica. 
La variabilidad residual de la interacción genotipo x ambiente no fue significativa.  
La única interacción significativa entre covariables genotípicas y ambientales fue cobertura de 
brácteas con la humedad relativa media diaria entre 4 días antes y 2 días después de floración 
(CobBr x HrC2), que aportó el 2,4% de la variabilidad debida de la interacción genotipo x 
ambiente (Tabla 3.21). Las interacciones de las tres covariables genotípicas con el residuo de 
la variabilidad ambiental fueron significativas, indicando que existen otros factores 
ambientales que interactúan con estas covariables, condicionando la infección por F. 
verticillioides en un alto porcentaje (68%). Las interacciones de las covariables ambientales 
con la variabilidad genotípica residual no fueron significativas. 
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Tabla 3.21. Análisis de varianza del modelo de regresión factorial del porcentaje de granos de maíz infectados 
por F. verticillioides en 2008 y 2009. 
Fuente de variación1 Suma de cuadrados gl 
Cuadrados 
medios F  
% Suma de 
cuadrados2 Coeficientes 
Ambiente 35283,00 23 1534,04 15,08 ** 61,46  
p2mmF 26187,31 1 26187,31 248,40 ** 70,09 -9,53 
HrC2 5059,90 1 5059,90 48,00 ** 13,54 -7,39 
Residuo Ambiente 6112,88 21 291,09 2,80 ** 16,36  
Genotipo 1984,87 5 396,97 3,77 ** 3,46  
Alplan 410,78 1 410,78 3,90 * 21,38 -7,05 
TalMaz 1285,41 1 1285,41 12,20 ** 66,92 -9,11 
CobBr 91,93 1 91,93 0,90  4,79  
Residuo Genotipo 132,80 2 66,40 0,60  6,91  
Genotipo x Ambiente 20143,33 113 178,26 1,69 ** 35,09  
Alplan x p2mmF 150,59 1 150,59 1,40  0,70  
Alplan x HrC2 234,17 1 234,17 2,20  1,09  
Alplan x Ambiente 5196,64 21 247,46 2,30 ** 24,21  
TalMaz x p2mmF 216,04 1 216,04 2,00  1,01  
TalMaz x HrC2 6,23 1 6,23 0,10  0,03  
TalMaz x Ambiente 4751,34 21 226,25 2,10 * 22,14  
CobBr x p2mmF 0,03 1 0,03 0,00  0,00  
CobBr x HrC2 515,91 1 515,91 4,90 * 2,40 -9,12 
CobBr x Ambiente 4678,50 21 222,79 2,10 ** 21,80  
p2mmF x Genotipo 214,78 2 107,39 1,00  1,00  
HrC2 x Genotipo 302,74 2 151,37 1,40  1,41  
Residuo Genotipo x 
Ambiente 5197,00 42 123,74 1,20  24,21  
Error 24035,40 228 105,42     
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 p2mmF: número de días con precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de floración; HrC2: humedad relativa 
diaria durante el periodo crítico entre 4 días antes y 2 días después de la floración; Alplan: altura de planta (cm); 
TalMaz: daño de taladro en mazorca evaluado en una escala de 1 (100% de la mazorca dañada) a 9 (sin daños); 
CobBr: cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas 
apretadas). 
2 En negrita, porcentaje de variabilidad explicado para el carácter infección por F. verticillioides. Sin resaltar, 
porcentaje de la suma de cuadrados del factor ambiente, genotipo o genotipo x ambiente que es explicado por 
cada covariable o producto de covariables. 
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Concentración de ergosterol 
En el análisis de varianza realizado para la concentración de ergosterol un 37,8% de la 
variación fue debida a los efectos principales del ambiente y tan sólo el 4,5% a los efectos 
principales del genotipo. La mayor parte de la variación, el 57,7%, fue debida a los efectos de 
la interacción genotipo x ambiente. Se seleccionaron cuatro covariables ambientales y dos 
genotípicas con una influencia significativa sobre la concentración de ergosterol (p≤0,15) 
(Tabla 3.22). 
Todas las covariables ambientales seleccionadas mostraron efectos significativos sobre la 
concentración de ergosterol en el análisis de regresión factorial (Tabla 3.22). El porcentaje de 
granos con el pericarpio dañado o roto (PD) explicó el 65% de la varianza de la concentración 
de ergosterol debida al ambiente y mostró un efecto positivo (δPD= 3,80). El número de días 
con temperaturas mínimas ≤ 15 ºC durante el periodo de floración (Tmin15F) explicó casi el 
12% de la variabilidad y mostró un efecto negativo (δTmin15F= -2,64) sobre la concentración de 
ergosterol. La media de la temperatura mínima diaria durante el periodo crítico C3 (TminC3) 
tuvo un efecto negativo y explicaron un pequeño porcentaje de la variabilidad debida al 
ambiente (3,2%). La varianza residual del ambiente rozó el 20% pero no fue significativa. 
La única covariable genotípica incluida en el modelo fue cobertura de brácteas (CobBr) 
Explicó de forma significativa más de un 79% de la varianza debida al genotipo, afectando 
negativamente a la concentración de ergosterol. La varianza residual del factor genotipo no 
mostró un efecto significativo sobre la concentración de ergosterol (Tabla 3.22). 
Las interacciones entre las covariables genotípicas y ambientales incluidas en el modelo 
explicaron un 5% de la varianza debida a la interacción genotipo x ambiente. Sólo la 
interacción entre la cobertura de brácteas y el porcentaje de granos con el pericarpio dañado 
(CobBr x PD) fue significativa y explicó un 3,4% de la variabilidad atribuible a la interacción 
genotipo x ambiente. La interacción de la covariable genotípica cobertura de brácteas con la 
variabilidad ambiental residual explicó el 20% de la variabilidad debida a la interacción 
genotipo x ambiente. Las interacciones de las covariables ambientales con el residuo de la 
variabilidad genotípica explicaron un 11.8%. Fueron significativas las interacciones de la 
variabilidad genotípica residual con el porcentaje de granos con el pericarpio dañado y con el 
número de días con temperaturas mínimas ≤ 15 ºC durante el periodo de floración. El residuo 
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de la variabilidad debida a la interacción genotipo x ambiente fue alto (63%) pero su efecto 
sobre la concentración de ergosterol no fue significativo. 
Tabla 3.22. Análisis de varianza del modelo de regresión factorial de la concentración de ergosterol en granos de 
maíz en 2007, 2008 y 2009. 
Fuente de variación1 Suma de cuadrados gl 
Cuadrados 
medios F  
% Suma de 
cuadrados Coeficientes 
Ambiente 5141,00 35 146,89 2,65 ** 37,87  
PD 4350,38 1 4350,38 127,10 ** 64,99 3,80 
Tmin15F 793,64 1 793,64 23,20 ** 11,86 -2,64 
TminC3 214,72 1 214,72 6,30 * 3,21 -1,22 
Residuo Ambiente 1334,93 32 41,72 1,20  19,94  
Genotipo 605,94 5 121,19 3,54 ** 4,46  
CobBr 494,33 1 494,33 14,40 ** 79,49 -1,66 
Residuo Genotipo 127,52 4 31,88 0,90  20,51  
Genotipo x Ambiente 7828,33 173 45,25 1,32 * 57,67  
CobBr x PD 292,33 1 292,33 8,50 ** 3,36 -1,25 
CobBr x Tmin15F 96,08 1 96,08 2,80  1,10  
CobBr x TminC3 54,02 1 54,02 1,60  0,62  
CobBr x Ambiente 1733,89 32 54,18 1,60 * 19,94  
PD x Genotipo 504,56 4 126,14 3,70 * 5,80  
Tmin15F x Genotipo 427,96 4 106,99 3,10 * 4,92  
TminC3 x Genotipo 94,63 4 23,66 0,70  1,09  
Residuo Genotipo x 
Ambiente 5493,23 128 42,92 1,30  63,16  
Error 11504,89 336 34,24     
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 PD: pericarpio dañado o roto (% granos); Tmin15F: número de días con temperaturas mínimas ≤ 15 ºC durante 
el periodo de floración; TminC3: temperatura mínima durante el periodo crítico entre 2 y 8 días después de la 
floración; CobBr: cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 
(brácteas apretadas). 
2 En negrita, porcentaje de variabilidad explicado para el carácter concentración de ergosterol. Sin resaltar, 
porcentaje de la suma de cuadrados del factor ambiente, genotipo o genotipo x ambiente que es explicado por 
cada covariable o producto de covariables. 
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Concentración total de fumonisinas 
En el análisis de varianza de la concentración de FB total, el efecto principal del ambiente, es 
decir, año x localidad x siembra x cosecha, representó el 77,7% de la variación de la 
concentración de FB total. El efecto principal debido al genotipo no fue significativo. Sin 
embargo, la interacción genotipo x ambiente fue significativa y representó el 21,7% de la 
variabilidad de la concentración de FB total. 
Tres covariables ambientales seleccionadas se incluyeron en el análisis de regresión factorial 
(p≤0,15) (Tabla 3.23). El aspecto de mazorca en función del daño de taladro (TalMaz) explicó 
el 53,5% de la variabilidad ambiental y mostró un efecto significativo y negativo (δTalMaz= -
1,22) sobre la concentración de FB total, en el sentido de que a menor incidencia de taladro 
menor concentración de fumonisinas. El número de días con temperaturas máximas ≥ 30 ºC 
durante el periodo de floración (Tmax30F) explicó el 12,9% de la variabilidad ambiental y 
contribuyó de forma positiva (δTmax30F= 1,05) y significativa a la producción de FB total. El 
número de días con precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de secado (p2mmS) también 
tuvo un efecto significativo y positivo sobre la concentración de FB total (δp2mmS= 0,71), 
aportando el 7,41% de variabilidad ambiental. El residuo de la variación debida al ambiente, 
es decir, la variación no explicada por estas covariables ambientales, fue significativo y 
representó un 26% de la variabilidad ambiental, indicando que otras covariables no incluidas 
podrían ejercer un efecto significativo sobre la producción de FB total. 
Aunque la variabilidad de la concentración de FB total explicada por la variabilidad 
genotípica no fue significativa en el análisis de varianza, el análisis de regresión con la opción 
“stepwise” seleccionó dos covariables genotípicas (p≤0,25) que fueron incluidas en el modelo 
de regresión factorial: número de granos atacados por polilla (Pol) y grosor de pericarpio 
(GP). Las interacciones entre las covariables genotípicas y ambientales explicaron un 26% de 
la variabilidad de genotipo x ambiente, aunque el único producto entre covariables que fue 
significativo fue grosor de pericarpio x número de días con precipitaciones ≥ 2 mm durante el 
periodo de secado (GP x p2mmS). 
El 35,2% de la variabilidad debida a la interacción genotipo x ambiente fue explicado por la 
interacción de las covariables genotípicas con el residuo de la variación ambiental. Esto indica 
que existieron factores ambientales no contemplados en el modelo que interactuaron con 
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dichas variables genotípicas afectando a la concentración de FB total. La interacción del 
residuo ambiental con número de granos atacados por polilla (Pol) fue significativa y explicó 
el 24,2% de la variabilidad genotipo x ambiente. El porcentaje de variabilidad explicado por 
la interacción de las covariables ambientales con el residuo de la variación genotípica fue más 
bajo, 6,7%, y la única covariable ambiental cuya interacción con el residuo genotípico fue 
significativa fue daño de taladro en mazorca (TalMaz). El residuo de la variabilidad de la 
interacción genotipo x ambiente fue significativo. 
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Tabla 3.23. Análisis de varianza del modelo de regresión factorial de la concentración de FB total en granos de 
maíz cultivados en 2007, 2008 y 2009. 
Fuente de variación1 Suma de cuadrados gl 
Cuadrados 
medios F  
% Suma de 
cuadrados Coeficientes 
Ambiente 1290,24 35 36,86 9,22 ** 77,70  
TalMaz 698,47 1 698,47 490,7 ** 53,54 -1,22 
Tmax30F 168,60 1 168,60 118,5 ** 12,92 1,06 
p2mmS 96,64 1 96,64 67,9 ** 7,41 0,71 
Residuo Ambiente 340,75 32 10,65 7,5 ** 26,12  
Genotipo 10,38 5 2,08 1,46  0,62  
Pol 5,59 1 5,59 3,9 * 45,03 0,30 
GP 5,47 1 5,47 3,8 * 44,09 0,22 
Residuo Genotipo 1,35 3 1,24 0,3    
Genotipo x Ambiente 360,02 173 2,08 1,46 ** 21,68  
Pol x TalMaz 3,55 1 3,55 2,5  0,98  
Pol x Tmax30F 2,13 1 2,13 1,5  0,59  
Pol x p2mmS 4,67 1 4,67 3,3  1,29  
Pol x Ambiente 87,52 32 2,73 1,9 ** 24,18  
GP x TalMaz 3,65 1 3,65 2,6  1,01  
GP x Tmax30F 0,67 1 0,67 0,5  0,18  
GP x p2mmS 11,38 1 11,38 8 ** 3,14 0,33 
GP x Ambiente 39,71 32 1,24 0,9  10,97  
TalMaz x Genotipo 13,56 3 0,45 3,2 * 3,75  
Tmax30F x Genotipo 2,78 3 4,52 0,7  0,77  
p2mmS x Genotipo 7,85 3 2,62 1,8  2,17  
Residuo Genotipo x 
Ambiente 184,42 96 1,92 1,3  50,96  
Error 482,48 339 1,42     
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 TalMaz: daño de taladro en mazorca evaluado en una escala de 1 (100% de la mazorca dañada) a 9 (sin daños); 
Tmax30F: número de días con temperaturas máximas ≥ 30 ºC durante el periodo de floración; p2mmS: número 
de días con precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de secado; Pol: número de granos atacados por polilla (S. 
cerealella); GP: grosor del pericarpio (µm). 
2 En negrita, porcentaje de variabilidad explicado para el carácter concentración de FB total. Sin resaltar, 
porcentaje de la suma de cuadrados del factor ambiente, genotipo o genotipo x ambiente que es explicado por 
cada covariable o producto de covariables. 
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3.4. DISCUSIÓN 
Hasta la fecha existía escasa información sobre del riesgo de contaminación con micotoxinas 
en el maíz cultivado en Galicia. Los resultados expuestos responden a las cuestiones 
planteadas en los objetivos del presente capítulo y aportan amplia información acerca del 
predominio y distribución de las especies de Fusarium en los granos de maíz, así como de los 
factores ambientales y genotípicos críticos en la infección por mohos, sobre todo la infección 
por F. verticillioides, en el desarrollo fúngico, medido como contenido de ergosterol y, de 
forma relevante, en la contaminación con fumonisinas de los granos de maíz en el campo, 
bien considerando estos caracteres de forma conjunta o bien tratándolos de forma 
individualizada. Cada uno de estos puntos se discute a continuación. 
3.4.1. Presencia de especies de Fusarium en los granos de maíz 
El seguimiento de la presencia de especies del género Fusarium en los granos de maíz en 
campo durante los años 2007 y 2008 resultó en la identificación de 11 especies de Fusarium. 
F. verticillioides fue la especie predominante en todos los ambientes, infestando un promedio 
de más del 75% de los granos. Estos altos porcentajes de F. verticillioides se mantuvieron en 
2009, confirmando que esta especie es la más abundante en el grano de maíz en la provincia 
de Pontevedra, tal como apuntaban los dos trabajos previos (Muñoz et al., 1990; Butrón et al., 
2006). No todos los granos con infestación por F. verticillioides resultaron infectados: el 
porcentaje promedio de granos infectados por F. verticillioides fue notablemente inferior, 
aproximadamente un 19%, siendo aun así la especie mayoritaria en los granos. Por el 
contrario, la infestación y la infección de F. proliferatum fue mínima (menos del 1%). Estas 
dos especies son las más importantes productoras de fumonisinas (Rheeder et al., 2002). F. 
verticillioides es más abundante en cultivos del sur y centro de Europa, mientras que F. 
proliferatum es más frecuente en las regiones más cálidas del sur de Europa, como el sur de 
Italia, probablemente debido a los veranos más cálidos y secos (Logrieco et al., 2002). Las 
condiciones climáticas de Galicia, con temperaturas suaves en verano, podrían explicar la baja 
frecuencia de F. proliferatum. Así mismo, estas condiciones explicarían la mayor infestación 
de F. subglutinans sensu lato, la segunda especie más abundante en los granos, presente en 
alrededor de un 7,5% de ellos, ya que F. subglutinans se encuentra frecuentemente asociada a 
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F. verticillioides en las mazorcas de maíz en climas menos cálidos (Logrieco et al., 2002). Al 
igual que F. verticillioides, F. subglutinans sensu lato se encontró en prácticamente todos los 
ambientes estudiados. Algunos aislados de F. subglutinans sensu stricto y de F. begoniae, 
especies englobadas dentro de F. subglutinans sensu lato, tienen la capacidad de producir in 
vitro fumonisinas B1 en cantidades bajas, pero las principales micotoxinas que producen son 
moniliformina, beauvericina y fusaproliferina (Rheeder et al., 2002; Fotso et al., 2002; 
Logrieco et al, 2002). 
 
El resto de especies de Fusarium fueron detectadas de forma puntual o muy puntual en las 
muestras, con promedios ambientales de infestación e infección inferiores al 3%. F. poae y F. 
oxysporum fueron aisladas en las tres localidades de estudio, mientras que F. cerealis, F. 
equiseti, F. solani, F. culmorum, F. graminearum y F. torulosum se detectaron en una o en 
dos localidades. La mayoría de estas especies son micotoxigénicas y producen en diferentes 
grados tricotecenos, zearalenona, moniliformina, beauvericina, eniatinas y ácido fusárico, 
entre otras (Leslie y Summerell, 2006; Logrieco et al., 2003). En consecuencia, sería posible 
encontrar alguna de estas micotoxinas en los granos. También se ha comprobado que algunas 
cepas de F. oxysporum producen fumonisinas tipo B, pero en concentraciones muy bajas 
(Waśkiewicz et al., 2010). Según estos datos, podemos considerar que la práctica totalidad de 
las fumonisinas detectadas en los granos fueron producidas por F. verticillioides. 
F. verticillioides fue más abundante en Pontevedra y Barrantes y la mayor diversidad de 
especies se encontró en Valongo y Barrantes. Esta mayor diversidad puede deberse 
principalmente a condiciones climáticas menos favorables para F. verticillioides que, en 
consecuencia, permitirían la aparición de otras especies. En este sentido, temperaturas 
mínimas y medias más altas durante el final del desarrollo y secado del grano favorecieron la 
infestación por F. verticillioides y F. proliferatum, así como una mayor humedad relativa 
entre los 2 y 8 días después de la floración. Por el contrario, menos días con temperaturas 
medias altas durante el secado del grano favorecieron la infestación por F. subglutinans sensu 
lato, F. culmorum y F. equiseti, una mayor humedad tras la floración fue una condición 
menos favorable para la infestación por F. ceralis, F. poae y F. oxysporum, mientras que un 
mayor número de días con temperaturas mínimas bajas durante el estado vítreo del grano fue 
favorable para la infestación por F. cerealis. Esta distribución observada según las 
condiciones de temperatura y humedad concuerda con la información conocida sobre la 
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distribución de estas especies, según la cual F. verticillioides y F. proliferatum son más 
frecuentes en regiones más cálidas del centro y sur de Europa mientras que F. subglutinans, 
F. culmorum o F. ceralis se dan en mayor frecuencia en regiones centrales y del norte de 
Europa de climas más fríos (Logrieco et al., 2002). 
3.4.2. Relación entre la infección por F. verticillioides, el desarrollo fúngico y la 
contaminación con fumonisinas en los granos de maíz 
En varias investigaciones realizadas en campo por diversos autores se han observado, de 
forma general, correlaciones positivas entre la concentración de fumonisinas y el grado de 
infección producida por F. verticillioides, bien valorada como el porcentaje de granos 
sintomáticos en la mazorca, la frecuencia de aislados de F. verticillioides o el contenido en 
ergosterol, de modo que el nivel visual de infección de la mazorca se utiliza a menudo como 
un método indirecto para evaluar el contenido en fumonisinas (Pascale et al., 1997; Pietri et 
al., 2004; Presello et al, 2007; Löffler et al., 2010; Parsons y Munkvold, 2010a). Sin embargo, 
algunos estudios han mostrado que estas correlaciones en algunas situaciones resultan 
moderadas o no existen (Melcion et al., 1997; Clements et al., 2003; Eller et al., 2008) 
debido, posiblemente, a que granos asintomáticos pueden presentar altos contenidos de 
fumonisinas (Munkvol y Desjardins, 1997; Desjardins et al., 1998).  
En el presente trabajo, la concentración total de fumonisinas en los granos en el momento de 
cosecha en cada ambiente mostró una alta correlación positiva con el porcentaje de granos 
infectados por F. verticillioides y una baja correlación con el porcentaje de granos infestados 
por F. verticillioides (granos no desinfectados). En cambio, la concentración de ergosterol en 
los granos (los cuales no fueron desinfectados previamente a los análisis) presentó bajas 
correlaciones con la concentración total de fumonisinas y el porcentaje de granos infectados 
por F. verticillioides, aunque sí mostró una moderada correlación positiva y significativa con 
el porcentaje de infestación por F. verticillioides. La capacidad patogénica de F. 
verticillioides es moderada y principalmente penetra en los granos a través del canal estilar o 
de roturas en el pericarpio, o bien crece alrededor de los granos si no es capaz de penetrar en 
ellos (Duncan y Howard, 2010). Las condiciones ambientales del noroeste peninsular parecen 
favorecer enormemente la presencia de F. verticillioides sobre los granos de maíz, mientras 
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que su entrada en ellos ocurre en menor frecuencia. Sin embargo, tanto el micelio de la 
superficie del grano como el que se encuentra en su interior contribuyen al contenido en 
ergosterol del grano sin desinfectar, de modo que se explica la no correlación entre la 
infección por F. verticillioides y el contenido en ergosterol (0,23), mientras que la correlación 
entre infestación por F. verticillioides y contenido en ergosterol fue significativa (0,40, p= 
0,016), aunque también fue baja. En cambio, sobre el contenido de fumonisinas en los granos 
parece tener más importancia una mayor dispersión de la infección que el nivel de desarrollo 
del micelio en ellos valorado como contenido de ergosterol, aunque estos resultados hay que 
tomarlos con precaución ya que la producción de fumonisinas está condicionada por el 
substrato (Marín et al., 1999a; Bluhm y Woloshuk, 2005) y probablemente sea mayor en el 
interior del grano que en el exterior. Además, los modos de entrada del moho al interior del 
grano, a través del pericarpio o incluso de forma sistémica a través del pedicelo (Zummo y 
Scott, 1990; Bacon et al., 1992), determinan que el desarrollo del micelio ocurra en un inicio 
en el pericarpio y, en menor medida, en el germen del grano, por lo que estos dos tejidos 
suelen acumular mayores concentraciones de fumonisinas (Bullerman y Bianchini, 2007). Sin 
embargo, el endospermo es el substrato que favorece una mayor producción de fumonisinas 
(Shim et al., 2003; Bluhm y Woloshuk, 2005), por lo que si la infección se extiende y el moho 
consigue llegar al endospermo la acumulación de fumonisinas aumentaría significativamente 
con respecto a la cantidad de micelio existente en el interior del grano. 
3.4.3. Influencia de los factores ambientales y genotípicos en el porcentaje de infección 
por F. verticillioides, el desarrollo fúngico y la contaminación con fumonisinas en los 
granos de maíz 
Los resultados de este trabajo muestran importantes variaciones en las concentraciones de 
fumonisinas en los granos entre los diferentes años, localidades, momentos de cosecha y, en 
menor medida, entre momentos de siembra, confirmando el papel determinante de los factores 
ambientales sobre la producción de estas micotoxinas (Miller, 2001; de la Campa et al., 
2005). Sin embargo, en lo que respecta a los híbridos utilizados en este trabajo, la aportación 
de los factores genotípicos a la variabilidad para el contenido de fumonisinas fue irrelevante, 
ya que las diferencias de concentración de fumonisinas entre estos híbridos no fueron 
significativas. 
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El porcentaje de granos infectados por F. verticillioides y la concentración de ergosterol, 
utilizado como medida del crecimiento fúngico en los granos, también mostraron importantes 
variaciones entre años, localidades, siembras y cosechas y, además, mostraron diferencias 
entre los híbridos, indicando la existencia de factores genotípicos implicados en la resistencia 
o susceptibilidad a la infección y al desarrollo del moho. 
Una forma de reducir la gran influencia de las condiciones ambientales sobre la concentración 
de fumonisinas es la utilización de prácticas agronómicas adecuadas (Battilani et al., 2008; 
Maiorano et al., 2009b). Siembras y cosechas tempranas se asocian a menores niveles de 
infección por F. verticillioides y de contaminación con fumonisinas (Bush et al., 2004; Abbas 
et al., 2007; Battilani et al., 2008; Blandino et al., 2009; Parsons y Mukvold, 2010a). 
Generalmente, sembrar pronto reduce el riesgo de que la floración coincida en fechas más 
cálidas y secas, condiciones más favorables para la infección, y permite una recolección más 
temprana de los granos. Las recolecciones tempranas reducen la exposición de los granos a 
daños de insectos y acortan el proceso de acumulación de las micotoxinas en el campo. En el 
presente estudio, los granos cosechados de forma tardía (finales de octubre, principios de 
noviembre) presentaron, tal como se esperaba, mayor concentración de fumonisinas que los 
recolectados un mes antes. Sin embargo, las siembras se comportaron al contrario de lo 
descrito anteriormente en otros estudios, ya que las siembras tempranas mostraron una 
tendencia a acumular mayores concentraciones de fumonisinas. Las siembras tempranas y las 
cosechas tardías coincidieron en presentar menor cobertura de brácteas, porcentaje de 
humedad en granos y grosor de pericarpio y, en consecuencia, mayor porcentaje de granos 
con el pericarpio dañado y un número más elevado de granos atacados por polilla. El ataque 
de polilla, al contrario que el de otros insectos, está relacionado con las siembras tempranas, 
en las que la humedad de los granos desciende antes hasta el nivel de humedad umbral que 
posibilita el inicio de la infestación (Weston, 1994), y este ataque puede facilitar la entrada de 
los mohos al grano y favorecer su desarrollo al incrementar localmente el porcentaje de 
humedad (Imura y Sinha, 1984). Por lo tanto, la alta incidencia de polilla podría ser una de las 
razones de por qué las siembras tempranas no son recomendables en las condiciones gallegas 
para reducir la contaminación con fumonisinas en los granos. La combinación de siembras 
tempranas y cosechas tardías provocó los mayores niveles de contaminación con fumonisinas 
en los granos, probablemente a causa de la mayor duración del periodo de cultivo que 
favoreció una mayor exposición de los granos a los daños producidos por polilla y taladro, así 
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como el alargamiento del periodo de acumulación de fumonisinas en campo (Battilani et al., 
2008). 
Factores ambientales en la variación conjunta de la infección por F. verticillioides y la 
contaminación con fumonisinas 
Dada la alta correlación que mostraron entre sí el porcentaje de granos infectados por F. 
verticillioides y la concentración total de fumonisinas, se llevó a cabo un análisis de 
redundancia para explicar conjuntamente la variación de ambos caracteres en función de la 
variación para diversas variables ambientales en dos años, 2008 y 2009. Se puso de 
manifiesto que tres variables que describen ciertos aspectos de la climatología en el periodo 
en torno a la floración femenina del maíz fueron las más relevantes: el número de días con 
precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de floración y la humedad relativa diaria entre 4 
días antes y 2 días después de la fecha de floración, con efecto negativo sobre la infección por 
F. verticillioides y la concentración de fumonisinas, y el número de días con temperaturas 
máximas ≥ 30 ºC entre 2 y 8 días después de floración, con efecto positivo. Esto significa que 
las condiciones de altas temperaturas y baja humedad en los días en torno a la floración, el 
momento más sensible a la infección del grano a través de las sedas expuestas (Steward et al., 
2002; Duncan y Howard, 2010), incrementaron tanto la infección como la contaminación con 
fumonisinas. Estas condiciones parecen poco favorables para el comienzo de la infección de 
la planta por parte de F. verticillioides, ya que la lluvia y las salpicaduras de agua facilitan la 
dispersión del inóculo y su llegada a la planta y una mayor humedad favorece la germinación 
de las esporas y el crecimiento del micelio (Ooka y Kommedahl, 1977; Marín et al., 2004). 
Sin embargo, precipitaciones intensas pueden limitar la dispersión de las esporas y ocasionar 
su pérdida o el lavado de los reservorios; de hecho, intensidades de lluvia diarias mayores de 
2 mm/h durante la floración han sido relacionadas con menores concentraciones de 
fumonisinas en los granos (Maiorano et al., 2009a). En general, se ha observado que menores 
precipitaciones y mayores temperaturas en torno al momento de floración pueden hacer 
aumentar el grado de infección del grano y la concentración de fumonisinas en los granos en 
el momento de cosecha (Shelby et al., 1994; Almeida et al., 2002; Munkvold, 2003; de la 
Campa et al., 2005). Varios de estos autores sugieren que estas condiciones provocan estrés 
hídrico en las plantas de maíz haciéndolas más susceptibles al ataque de mohos e insectos, lo 
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que conllevaría a una mayor infección fúngica y la consecuente producción de micotoxinas. 
Parsons y Munkvold (2010a) estudiaron, bajo condiciones controladas, los efectos del estrés 
hídrico en diferentes estados de desarrollo del maíz sobre el grado de infección de F. 
verticillioides y la producción de FB1, y constataron que el estrés hídrico no tenía un efecto 
consistente sobre estas variables. De hecho, estos autores relacionan mayores niveles de 
infección y de contaminación con la mayor incidencia de insectos en las mazorcas, 
concretamente de trips (Frankliniella spp.). Los trips son sensibles a la baja humedad y 
buscan refugio en el interior de las mazorcas en formación cuando aumenta el calor y la 
sequedad. Al alimentarse y poner sus huevos producen daños en los granos en desarrollo y en 
las sedas, proporcionando al moho vías de entrada al grano en un momento temprano 
(Parsons y Munkvold, 2010b). Por lo tanto, en el futuro, se recomienda evaluar la incidencia 
de los trips en Galicia. 
Factores ambientales en la variación conjunta de la acumulación de las dos fumonisinas 
más relevantes: FB1 y FB2 
Hasta ahora se han estudiado los factores que influyen en la suma de las dos micotoxinas más 
relevantes; pero se hace interesante individualizarlas y estudiarlas conjuntamente para ver qué 
factores influyen de forma similar en la acumulación de ambas y cuáles afectan sólo a una de 
ellas. En el análisis de redundancia realizado para explicar conjuntamente las variaciones en 
las concentraciones de FB1 y FB2 obtenidas en los años 2007, 2008 y 2009, se observó que el 
daño de taladro en la mazorca fue la variable ambiental más influyente en ambas. La relación 
entre taladro y fumonisinas ha sido observada por varios autores y se asocia a que el taladro 
favorece el desarrollo de la infección fúngica (Munkvold et al., 1999; Avantaggiato et al, 
2003; Blandino et al., 2008a). En nuestras condiciones, los daños en mazorca son ocasionados 
principalmente por la segunda generación de larvas de la especie S. nonagrioides y comienzan 
a aparecer a partir de finales de agosto o septiembre (Velasco et al., 2007), coincidiendo con 
el inicio del periodo de secado de los granos. Durante el periodo de secado destacó otro factor 
ambiental con gran influencia sobre la acumulación de micotoxinas y éste fue el número de 
días con precipitaciones ≥ 2 mm. El incremento de días con precipitaciones moderadas 
contribuyó al aumento de las concentraciones de fumonisinas en los granos, probablemente 
porque se ralentizó el secado y el descenso de la actividad de agua dentro del grano hasta 
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valores desfavorables para la producción de fumonisinas (Marín et al., 2004). El nivel de 
precipitaciones en los días previos a la cosecha ha sido relacionado con un aumento de la 
infección causada por F. verticillioides y de la concentraciones de fumonisinas en otras 
ocasiones (Ono et al., 1999; Munkvold, 2003; Fandohan et al., 2003). También se confirmó la 
influencia en la contaminación con ambas micotoxinas de variables ambientales que describen 
condiciones de altas temperaturas y bajas precipitaciones en los periodos en torno a la 
floración. Estas condiciones climáticas y los periodos en los que suceden son similares a las 
identificadas por de la Campa et al. (2005). Cabe mencionar que en el modelo desarrollado 
por estos autores temperaturas máximas diarias ≥ 34 °C resultaron críticas en la acumulación 
de fumonisinas. En nuestras condiciones nunca se alcanzó esa temperatura en ninguna de las 
localidades durante los tres años de estudio, pero las temperaturas máximas sí fueron 
variables determinantes en la acumulación de fumonisinas. 
En general, las variables climáticas influyeron de forma similar en la acumulación de ambas 
fumonisinas, sin embargo, el daño de taladro favoreció más la acumulación de FB2 que la de 
FB1, mientras que las temperaturas máximas durante el periodo entorno a la floración  y el 
número de días con precipitaciones moderadas durante el secado del grano tuvieron una 
mayor influencia sobre la acumulación de FB1. 
Factores genéticos, ambientales y la interacción genotipo x ambiente en el porcentaje de 
infección por F. verticillioides, el crecimiento fúngico y la concentración total de 
fumonisinas  
Con el fin de conocer en más detalle y de forma individual los factores que determinaron la 
concentración de fumonisinas, la concentración de ergosterol como medida del crecimiento 
fúngico y el porcentaje de infección por F. verticillioides, se realizaron respectivos análisis de 
regresión factorial para valorar la influencia de los factores ambientales y genotípicos y de la 
interacción genotipo x ambiente sobre cada uno de estos caracteres.  
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Infección por F. verticillioides 
La mayor parte de la variabilidad del porcentaje de granos infectados por F. verticillioides en 
el momento de cosecha se debió a las diferencias entre ambientes. Dos únicas covariables 
ambientales explicaron el 83,5% de la variabilidad debida al ambiente, de tal manera que el 
menor número de días con precipitaciones ≥ 2 mm durante el periodo de floración y la menor 
humedad relativa en el periodo entre 4 días antes y 2 días después de la fecha de floración 
media, originaron mayores porcentajes de infección por F. verticillioides, tal como se observó 
cuando se analizaron conjuntamente la infección y la concentración de fumonisinas. La 
variabilidad del porcentaje de infección por F. verticillioides debida al genotipo fue mucho 
menos importante y fue explicada en casi su totalidad (88%) por las covariables genotípicas 
resistencia al daño de taladro en mazorca y altura de planta, ambas con un efecto negativo 
sobre el porcentaje de infección. Los insectos suelen actuar como vectores de mohos y se ha 
comprobado que las larvas del taladro pueden transportar a F. verticillioides hasta la mazorca 
(Sobek y Munkvold, 1999). Los taladros dañan además los granos al alimentarse, creando 
vías de entrada para el moho. Por lo tanto, genotipos de maíz que presentan resistencia al 
ataque de taladros generalmente reducen la incidencia de F. verticillioides y la severidad de la 
enfermedad en los granos (Munkvold et al., 1997b; Bakan et al., 2002). El aporte de la 
interacción genotipo x ambiente a la variabilidad del porcentaje de infección por F. 
verticillioides fue importante, pero el único producto de factores individuales con efecto 
significativo fue cobertura de brácteas x humedad relativa entre 4 días antes y 2 días después 
de floración. Las condiciones de baja humedad en floración son más favorables para la 
infección de genotipos que oponen menos resistencia a la infección debido a una peor 
cobertura de brácteas en comparación con los que presentan mayor cobertura. Si el agente que 
favorece dicha infección es un insecto esta interacción cobraría un sentido biológico muy 
claro porque las brácteas son una barrera conocida frente al ataque de insectos y la incidencia 
de plagas se ve favorecida por condiciones de baja humedad y alta temperatura.   
Concentración de ergosterol 
Una vez en los granos, el moho comienza a desarrollarse. La concentración de ergosterol en 
los granos es una medida del desarrollo de la biomasa fúngica. Según el análisis de regresión 
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factorial, el ambiente y la interacción genotipo x ambiente contribuyeron al 95% de la 
variabilidad total de la concentración de ergosterol en los granos. Las diferencias entre los 
ambientes se debieron, en gran parte, al porcentaje de granos dañados, que explicó el 65% de 
la variabilidad ambiental. Ambientes con condiciones conducentes a mayores daños en los 
granos, como mayor incidencia de insectos, daños de pájaros o días con variaciones térmicas 
lo suficientemente amplias que puedan provocar grietas en los granos, favorecieron el 
desarrollo del moho. En menor medida, el número de días con temperaturas mínimas ≤ 15 °C 
durante el periodo de floración y menores temperaturas mínimas diarias entre 2 y 8 días 
después de floración afectaron negativamente a la concentración de ergosterol. Las 
temperaturas bajas resultan desfavorables para la esporulación y para el crecimiento de F. 
verticillioides (Marín et al., 2004; Rossi et al., 2009). El crecimiento de F. verticillioides se 
incrementa con la temperatura, hasta un óptimo a 25-30 °C, y no se ha observado crecimiento 
por debajo de los 10 ºC en granos de maíz (Marín et al., 1999a; Marín et al., 2004). 
Temperaturas bajas durante el periodo clave de la floración pueden, por tanto, dificultar el 
establecimiento del moho en la planta y en los granos, y ralentizar su desarrollo.  
La cobertura de brácteas explicó el 79% del efecto principal del genotipo sobre la 
concentración de ergosterol. Los híbridos con una mayor cobertura de brácteas tuvieron 
menor concentración de ergosterol en sus granos. Una mejor cobertura de brácteas protege los 
granos de daños externos y de la llegada de esporas de mohos propagadas por el viento o la 
lluvia, es una barrera contra la colonización de los granos por el moho. La interacción 
cobertura de brácteas x porcentaje de granos dañados fue el único producto significativo de 
covariables ambientales y genotípicas. Esto significa que la cobertura de brácteas como 
barrera para el desarrollo fúngico en el grano de maíz es mucho más eficaz en ambientes que 
favorecen la rotura del pericarpio que en los que no lo favorecen. En estos últimos, una mayor 
cobertura puede llegar a ser desfavorable porque las brácteas protegen de la pérdida de 
humedad.  
Aunque la infección por F. verticillioides y el contenido de ergosterol no estuvieran 
correlacionados en el presente trabajo y las variables ambientales que influyen 
significativamente en uno u otro carácter sean diferentes, para ambos caracteres la cobertura 
de brácteas de los genotipos interactuó significativamente con ciertas variables ambientales 
que influyen en la infección o el desarrollo del moho; de manera que una mayor cobertura de 
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brácteas es tanto más beneficiosa para reducir la infección y el desarrollo del moho cuanto 
más favorables sean las condiciones ambientales para cada uno de estos caracteres (infección 
y desarrollo del moho). 
Concentración total de fumonisinas 
La contribución de los factores ambientales a la variabilidad de la concentración total de 
fumonisinas en los granos en el momento de cosecha fue la más importante. Tres covariables 
explicaron el 73% de la variabilidad ambiental, de las cuales el daño de taladro en mazorca 
explicó más del 50%. En ambientes con mayor incidencia de taladro, donde se produjo un 
mayor daño en la mazorca, las concentraciones de fumonisinas fueron más elevadas. Las otras 
dos covariables explicativas fueron el número de días con temperaturas máximas ≥ 30 °C en 
el periodo de floración y el número de días con precipitaciones ≥ 2 mm en el periodo de 
secado del grano, que explicaron el 13% y el 7% respectivamente de la variabilidad 
ambiental. Estos resultados coinciden en gran medida con los resultados del análisis de 
redundancia para explicar conjuntamente la variabilidad para las fumonisinas B1 y B2, como 
cabría esperar ya que las concentraciones de ambas fumonisinas están muy correlacionadas. 
La diferencia más importante entre ambos resultados estriba en que, al utilizar la suma total 
de las concentraciones en el análisis, las variables ambientales relacionadas con el periodo de 
floración se redujeron a una sola: el número de días con temperaturas máximas ≥ 30 °C en el 
periodo de floración. La explicación de los efectos de las covariables sobre la concentración 
de las fumonisinas es la misma dada anteriormente.  
El efecto principal del genotipo sobre la concentración de fumonisinas no fue significativo. 
En cambio, sí lo fue la interacción genotipo x ambiente, por lo que se consideró adecuado 
incluir en el análisis covariables genotípicas. El número de granos atacados por polilla y el 
grosor del pericarpio fueron los dos factores genotípicos que presentaron un efecto 
significativo sobre la concentración de fumonisinas. Mayores daños de polilla en los híbridos 
favorecieron el aumento de la concentración de fumonisinas, ya que se facilitó la entrada y 
desarrollo del moho en el interior del grano. Al contrario de lo esperado, un mayor grosor del 
pericarpio favoreció la formación de fumonisinas en los granos. En general, se considera que 
un pericarpio más grueso ofrece mayor resistencia a la rotura y al ataque de insectos y se ha 
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correlacionado con menores niveles de infección por parte de F. verticillioides (Hoenisch et 
al., 1994). Sin embargo, en ausencia de daños, el moho puede acceder al grano a través del 
canal estilar y comienza a desarrollarse dentro del pericarpio (Duncan y Howard, 2010). Por 
otra parte, el mayor grosor del pericarpio retrasa el secado del grano, de modo que el grano 
presenta durante más tiempo porcentajes de humedad favorables para el crecimiento del moho 
y la formación de fumonisinas. El producto grosor del pericarpio x número de días con 
precipitaciones ≥ 2 mm en el periodo de secado del grano mostró un efecto positivo sobre la 
concentración de fumonisinas; lo que podría significar que el efecto ralentizador sobre el 
secado del grano que tienen las precipitaciones moderadas se ve acentuado por la presencia de 
un pericarpio grueso que también dificulta dicho secado, ampliando el periodo de condiciones 
óptimas para la formación de fumonisinas. 
En resumen, durante el cultivo de maíz en nuestras condiciones hubo dos periodos críticos 
para la contaminación con fumonisinas de los granos: la floración y el secado del grano. 
Alrededor de la floración, precipitaciones intensas y mayor humedad limitaron la infección 
por F. verticillioides, temperaturas bajas limitaron el desarrollo del moho y temperaturas 
elevadas favorecieron mayores concentraciones de fumonisinas en los granos. Durante el 
periodo de secado, un mayor porcentaje de granos dañados favoreció el crecimiento del moho 
y los daños de taladro en la mazorca y los días con precipitaciones intensas incrementaron el 
contenido de fumonisinas en los granos. Las siembras tardías, a principios de mayo, y 
especialmente las cosechas tempranas, a finales de septiembre y principios de octubre, 
presentaron un menor riesgo de contaminación con fumonisinas, posiblemente debido a que la 
cobertura de brácteas fue mayor, y el número de granos dañados y la incidencia de polilla 
menores, además de evitar, en el caso de las cosechas tempranas, daños de taladro y mayores 
precipitaciones antes de la cosecha. En cuanto a los genotipos empleados, a pesar de que 
mostraron diferencias no significativas para el contenido de fumonisinas, una mejor cobertura 
de brácteas, alta resistencia en grano al ataque del taladro y de la polilla y un grosor del 
pericarpio que no sea excesivo parecen características favorables para prevenir la infección y 
desarrollo de F. verticillioides, y podrían tener una influencia negativa sobre la contaminación 
con fumonisinas aunque en el presente estudio no se establece con claridad. 
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 CAPÍTULO 4: 
Factores ambientales que influyen en la infección fúngica y en 
la acumulación de fumonisinas durante el desarrollo 
fisiológico y secado en campo de los granos de maíz 
 
4.1. INTRODUCCIÓN 
Las sedas expuestas durante la floración femenina del maíz son una importante vía de acceso 
a los granos para varias especies de mohos patógenos, incluido F. verticillioides (Sutton, 
1982; Munkvold et al., 1997a; Reid et al., 2002; Venturini et al., 2011), la especie 
predominante en los granos de maíz en Galicia tal como se ha mostrado en el capítulo 
anterior, e importante productora de fumonisinas. Esta vía de entrada posibilita a F. 
verticillioides dispersarse por la mazorca y colonizar las brácteas y glumas y llegar a los 
granos en momentos tempranos de su desarrollo. Se piensa que su entrada en los granos se 
produce a través de roturas en el pericarpio, mayormente producidas por insectos, o, en 
ausencia de daño, a través del canal estilar (Munkvold y Desjardins, 1997; Fandohan et al., 
2003; Sampietro et al., 2009; Duncan y Howard, 2010). 
Algunos trabajos han seguido la evolución del nivel de infección por F. verticillioides y de la 
producción de fumonisinas en diferentes etapas de desarrollo de los granos de maíz (King, 
1981; Warfield y Gilchrist, 1999; Bush et al., 2004; Zorzete et al., 2008; Picot et al., 2011) y 
tras su maduración (Chulze et al., 1996; Almeida et al., 2002). En condiciones de infección 
natural, la colonización de los granos por F. verticillioides parece comenzar pocas semanas 
después de la floración femenina (King, 1981; Bush et al., 2004). Poco después de la 
infección, entre una y tres semanas después, comienzan a producirse fumonisinas en los 
granos (Bush et al., 2004; Picot et al., 2011).  
Waterfield y Gilchrist (1999) comprobaron que el estado de desarrollo de los granos 
determinaba la producción de FB1: en un experimento realizado en laboratorio bajo 
condiciones de inoculación artificial con F. verticillioides, la producción de FB1 fue 
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significativamente mayor en el grano en estado vítreo que en los estados precedentes (acuoso, 
lechoso y pastoso). En campo, en un seguimiento de la contaminación natural de los granos 
con fumonisinas, Bush et al. (2004) detectaron que la contaminación comenzaba en el estado 
vítreo y aumentaba progresivamente hasta la madurez fisiológica. En cambio, Picot et al. 
(2011) confirmaron, tras inoculación artificial con F. verticillioides en campo que, si bien la 
contaminación se iniciaba antes, se producía un importante aumento de la concentración de 
fumonisinas en los granos cuando estos alcanzaban el estado vítreo. Esta variación en la 
concentración de fumonisinas entre estados de desarrollo fue achacada a los cambios 
fisiológicos producidos en el grano durante su maduración. Tras alcanzar la madurez 
fisiológica, durante el secado de los granos en el campo, las concentraciones de fumonisinas 
tienden a fluctuar con el tiempo, en lugar de aumentar progresivamente, según varios autores 
(Chulze et al., 1996; Almeida et al., 2002; Bush et al., 2004). 
La actividad de agua en los granos y la temperatura son factores cruciales en la producción de 
fumonisinas por F. verticillioides (Marín et al., 1999a,b). La producción de FB1 en maíz 
tiende a incrementarse al aumentar ambos factores, aunque se ha observado que en 
condiciones de temperaturas inferiores a las óptimas para el crecimiento de F. verticillioides 
la producción de fumonisinas aumenta cuando la actividad de agua es baja (Marín et al., 
1999b; Samapundo et al., 2005; Jurado et al., 2008; Marín et al., 2010). Existen otra serie de 
factores que podrían actuar sobre la producción de fumonisinas en los granos de maíz, tales 
como el metabolismo de azúcares y nitrógeno, el pH o la presencia de compuestos 
antioxidantes en los granos (Picot et al., 2010). Hasta el momento existen pocos datos sobre la 
influencia de factores fisiológicos y ambientales concretos sobre el proceso de infección y la 
acumulación de fumonisinas durante el desarrollo de los granos en el campo. El estudio de 
Picot et al. (2011) es un aporte, y concluye que la disminución de pH y, de forma menos 
clara, la acumulación de amilopectina en los granos durante su maduración en campo pueden 
favorecer el aumento de la concentración de fumonisinas en los granos. Los factores 
ambientales, bióticos y abióticos, se han estudiado principalmente con respecto al contenido 
de fumonisinas en el momento de cosecha, y apenas se ha aportado información sobre su 
posible influencia a lo largo de desarrollo y secado de los granos en el campo. Algunos 
trabajos han realizado el seguimiento de la infección de los granos por diferentes mohos y de 
las condiciones climáticas a lo largo del tiempo, pero sin llegar a ahondar en su relación con 
la producción de fumonisinas (Chulze et al., 1996; Almeida et al., 2002; Zorzete et al., 2008), 
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por lo que la información que existe hasta la fecha es insuficiente. En el capítulo 3 de la 
presente Tesis se ha demostrado la importancia de los factores ambientales, bióticos o 
abióticos, en el contenido de fumonisinas del grano en recolección, por lo que resulta de 
interés conocer cómo influyen estos factores en el proceso de infección y acumulación de 
fumonisinas a lo largo del desarrollo fisiológico y secado del grano. 
De este modo, los objetivos de este capítulo son: 
1) El seguimiento de la infección natural por F. verticillioides y de la concentración de 
fumonisinas en los granos de maíz durante diferentes estados de su desarrollo 
fisiológico y secado en campo. 
2) Determinar la influencia de los cambios ambientales, bióticos o abióticos, en la 
evolución de la tasa de infección y producción de fumonisinas a lo largo del desarrollo 
y secado del grano de maíz. 
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4.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
4.2.1. Material vegetal y diseño experimental 
El seguimiento de la acumulación de fumonisinas en los granos se realizó bajo condiciones de 
infección natural. Se emplearon tres híbridos de maíz blanco: EP10 x EC22, EP65 x EP10 y 
EP71 x EC22, elegidos en función del contenido en fumonisinas observado en un trabajo 
anterior realizado por Butrón et al. (2006). El experimento se llevó a cabo en el año 2009 en 
la Misión Biológica de Galicia (CSIC), en Pontevedra. Se realizaron dos siembras, ambas en 
el mes de mayo con una diferencia de 23 días entre ellas. En cada siembra se siguió un diseño 
de parcelas divididas con tres repeticiones: las parcelas principales consistieron en los 
híbridos y se repartieron en bloques completos al azar con tres repeticiones. Las subparcelas 
consistieron en cinco tiempos de recolección correspondientes a distintos estadios de 
desarrollo (20, 40 y 60 días después de la floración femenina media de cada genotipo) y de 
secado del grano (80 y 100 días después de la floración femenina media de cada genotipo). En 
nuestras condiciones, aproximadamente, a los 60 días de la floración, el grano ya ha 
alcanzado la madurez fisiológica y el cambio más apreciable que sufre a partir de ese 
momento es la pérdida de humedad. Cada parcela constó de un solo surco de 29 plantas 
separadas 0,21 m entre sí y a una distancia de 0,80 m del surco siguiente, obteniendo una 
densidad final de 60.000 plantas/ha. 
4.2.2. Recolección y tratamiento de las muestras 
La floración femenina tuvo lugar a mediados de julio en la siembra temprana y a principios de 
agosto en la tardía. En cada momento de recolección (20, 40, 60, 80 y 100 días tras la 
floración) se cosecharon 5 mazorcas de cada parcela, tratando de evitar la primera y última 
planta de cada surco. Se evaluó el nivel de cobertura de las brácteas mediante una escala 
visual de 1 a 5, correspondiendo el 1 a las brácteas totalmente laxas que dejan visibles los 
granos y el 5 a las brácteas totalmente apretadas alrededor de la mazorca. Se eliminaron las 
brácteas y se evaluó visualmente la infección producida por F. verticillioides en los granos, 
utilizando una escala de 1 a 9 en función del porcentaje de granos infectados, correspondiendo 
el 1 al 100% de los granos de la mazorca con síntomas de infección y el 9 a la no presencia de 
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síntomas visibles de infección. De la misma forma se evaluaron visualmente los daños 
producidos en los granos por el taladro (S. nonagrioides y O. nubilalis). Se determinó el 
porcentaje de humedad de los granos en el momento de cosecha mediante el cálculo de la 
diferencia entre el peso fresco y seco de una submuestra de grano de aproximadamente 100 g, 
tras secarla a 80 ºC durante 5-6 días. Las mazorcas cosechadas se sometieron a secado 
forzado a 35º C durante una semana y los granos resultantes del desgrane se almacenaron a 4º 
C y a 50% de humedad hasta el momento de realizar los análisis químicos y la determinación 
de la infección. Antes del desgrane, se realizó el recuento de los granos atacados por polilla 
(S. cerealella) en cada mazorca. 
4.2.3. Variables climáticas 
Se calcularon una serie de variables climáticas en los 20 días previos a cada recolección, de 
modo que para cada variable climática contamos con 10 datos, uno por cada combinación 
siembra-recolección. Los datos climáticos fueron: medias de las temperaturas medias, 
mínimas y máximas diarias, medias de la humedad relativa y precipitación diaria, número de 
días con temperaturas mínimas ≤ 15 ºC, número de días con temperaturas máximas ≥ 30 ºC, 
número de días con temperaturas medias ≥ 10 y < 15 °C, ≥ 15 y < 20 °C, ≥ 20 y < 25 °C, ≥ 25 
y < 30 °C, y número de días con precipitaciones ≥ 2 mm. 
4.2.4. Determinación de la infección fúngica de los granos 
Se determinó el porcentaje de granos totales infectados por mohos, así como el porcentaje de 
granos infectados por mohos pertenecientes a los géneros Fusarium, Aspergillus y Penicillium 
en cada muestra de cinco mazorcas. 100 granos de maíz de cada muestra (subparcela) se 
desinfectaron superficialmente con hipoclorito sódico al 3% durante 1 min, se aclararon con 
dos lavados consecutivos de agua destilada estéril de 1 min cada uno y se repartieron en 
placas Petri con medio selectivo.  
50 de los granos se sembraron sobre medio DRBC (diclorán-rosa de bengala-cloranfenicol, 
ver Anexo) para hacer el recuento de la infección general (King et al. 1979, Van Pamel et al. 
2009). Se colocaron 5 granos por placa y al cabo de un periodo de incubación de 5 días a 25 
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ºC se realizó el recuento de los granos totales infectados por mohos y el recuento de los 
aislados de Penicillium y Aspergillus. Otros mohos no pertenecientes a estos géneros ni al 
género Fusarium fueron contados y se clasificaron como “otros géneros”. 
Los restantes 50 granos desinfectados se colocaron en placas sobre medio MGA (agar verde 
malaquita, ver Anexo) para el aislamiento y recuento de las especies del género Fusarium 
(Castellá et al. 1997, Alborch et al., 2010). Se repartieron 5 granos por placa, se incubaron 6 
días a 25 ºC y al cabo de este tiempo se realizó el recuento de los granos infectados por 
Fusarium. Los aislados se contaron y agruparon en función de características morfológicas 
del micelio y un número representativo de aislados de cada grupo se transfirió a placas con 
medio SNA (Spezieller Nährstoffarmer agar, ver Anexo) para su identificación. El medio 
SNA es un medio pobre en nutrientes empleado para la identificación de especies de 
Fusarium (Leslie y Summerell, 2006). Las placas se incubaron durante 7 días a 25 ºC y en 
condiciones de luz y oscuridad en fotoperiodos de 12 h. Al cabo de los 7 días, se realizaron 
subcultivos monospóricos de cada aislado. Para ello, una pequeña cantidad de micelio de cada 
placa se transfirió a 10 ml de agua destilada estéril en tubos de ensayo y se agitó con ayuda de 
un vórtex para obtener una solución de esporas. La solución se vertió en una placa Petri con 
medio agar-agua (20 g de agar por litro de agua destilada), se dispersó con movimientos 
circulares y se descartó el líquido. Las placas se incubaron inclinadas durante 16-18 h a 25 ºC 
para favorecer la formación de un gradiente de esporas a lo largo de ellas y permitir la 
germinación de éstas. Las esporas se transfirieron individualmente, con ayuda de una lupa 
(40x) y una lanceta, a medio SNA en placas Petri de 6 cm de diámetro. Las placas se 
incubaron durante 15 días a 25 ºC en condiciones de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. Durante 
el crecimiento del micelio, una pequeña cantidad se transfirió a medio PDA (patata dextrosa 
agar, ver Anexo) en tubos de ensayo, que se incubaron durante 15 días en las mismas 
condiciones de 12 h de luz y 12 h de oscuridad a 25 ºC con el fin de determinar la coloración 
del cultivo.  
La identificación de las especies de Fusarium se realizó a partir de las características 
morfológicas microscópicas del micelio y de las esporas presentadas en medio SNA y de la 
coloración en medio PDA, según Leslie y Summerell (2006). Se realizó la identificación 
únicamente de las especies F. verticillioides y F. proliferatum, principales productores de 
fumonisinas. El resto de las especies fueron clasificadas como Fusarium spp. 
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El aislamiento e identificación de los mohos se llevó a cabo en los laboratorios de la Unidad 
de Micología Aplicada del Departamento de Tecnología de los Alimentos de la Universidad 
de Lleida y en la Misión Biológica de Galicia. 
4.2.5. Extracción y análisis de ergosterol  
Como indicador de la biomasa fúngica, se determinó el contenido de ergosterol en los granos 
de cada muestra, consistente en cinco mazorcas de cada híbrido en cada tiempo de recolección 
y siembra. La determinación se llevó a cabo a partir de 10 g de muestra molida (0,75 mm de 
tamaño de partícula). Se añadieron 50 ml de metanol en grado analítico y la disolución se 
sometió a agitación durante 30 min, tras lo cual se filtró por gravedad a través de papel de 
filtro. En tubos de ensayo de fondo plano se disolvieron 1,2 g de hidróxido de potasio en 10 
ml de la solución filtrada mediante agitación en vórtex. La extracción de ergosterol se realizó 
con 10 ml de hexano, en baño de calor a 55-60 °C, durante 30 min. La fase superior se 
recuperó y se repitió el proceso una vez más. Las fases superiores recuperadas se mezclaron y 
trasladaron a balones de cristal para su evaporación en un rotavapor a 40 °C. El extracto se 
redisolvió con metanol (grado HPLC) y se traspasó a un vial de cristal de 4 ml donde se 
evaporó bajo nitrógeno utilizando un concentrador de muestras Stuart (Bibby Scientific 
Limited, Staffordshire, UK). Las muestras se redisolvieron finalmente en 1 ml de metanol 
(grado HPLC) antes de su análisis mediante HPLC. 
La cuantificación del ergosterol se llevó a cabo en un sistema HPLC (Waters 2695, 
separations module, Waters Corporation, Milford, USA) a temperatura ambiente. Se 
inyectaron 100 μl de muestra en una columna C18 (Waters Spherisorb ODS2, 250 x 4,6mm, 
5µm) con un flujo de 1 ml/min, utilizando como eluente metanol en grado HPLC en 
condiciones isocráticas. El tiempo de retención del ergosterol fue aproximadamente 12 min y 
la detección de la absorbancia se realizó a 282 nm con un detector (Waters 2487 dual λ 
absorbance detector, Waters Corporation, Milford, USA). La cuantificación se realizó 
mediante calibración externa con soluciones estándares de ergosterol (Sigma, St. Louis, MO, 
USA) entre 0,08 y 5 µg/ml. La concentración de ergosterol fue transformada a µg/g de peso 
seco. El límite de detección del análisis fue de 0,013 µg/g.  
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La extracción y el análisis de ergosterol se realizaron en los laboratorios de la Unidad de 
Micología Aplicada del Departamento de Tecnología de los Alimentos de la Universidad de 
Lleida.  
Con el fin de minimizar los cambios de peso de los granos debidos a los diferentes contenido 
en humedad de los granos a lo largo de su desarrollo y secado, las concentraciones de 
ergosterol obtenidas en peso seco se corrigieron por el porcentaje de humedad de los granos 
para referirlas a peso fresco. Lo más correcto hubiera sido referir las concentraciones a la 
unidad grano, pero esto plantea muchas dificultades metodológicas por lo que se optó por 
referirlas al peso fresco, ya que las variaciones de éste a lo largo del desarrollo del grano son 
significativamente menores que las del peso seco (Bulant et al., 2000). La concentración de 
ergosterol en la muestra fresca se obtuvo multiplicando la concentración en peso seco de cada 
muestra por el porcentaje de peso seco en el peso fresco total.  
4.2.6. Extracción y análisis de fumonisinas   
La concentración de fumonisinas se determinó en cada muestra de grano proveniente de las 
diferentes subparcelas experimentales, siguiendo el procedimiento descrito en el capítulo 3. 
La cuantificación se realizó mediante rectas de calibrado elaboradas con patrones externos de 
FB1 y FB2 (Sigma, St. Louis, MO, USA), variando entre 0,08 y 2,5 µg/ml, que fueron 
pinchados diariamente. Los resultados fueron transformados en µg/g de peso seco. Los límites 
de detección para FB1 y FB2 fueron 0,02 y 0,08 µg/g respectivamente. La extracción y el 
análisis de fumonisinas se realizaron en los laboratorios de la Unidad de Micología Aplicada 
del Departamento de Tecnología de los Alimentos de la Universidad de Lleida. 
Las concentraciones de fumonisinas obtenidas en peso seco se corrigieron por el porcentaje de 
humedad de los granos refiriéndolas a peso fresco, con el fin de minimizar los cambios de 
peso de los granos debidos a los diferentes contenidos en humedad a lo largo de su desarrollo 
y secado, tal como se hizo para el ergosterol. Las concentraciones de FB1 y FB2 en la muestra 
fresca se obtuvieron multiplicando las concentraciones en peso seco de cada muestra por el 
porcentaje de peso seco en el peso fresco total. 
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4.2.7. Análisis estadísticos 
Se realizaron análisis de varianza (ANOVA) individuales y combinados para los distintos 
factores mediante el procedimiento estadístico PROC GLM de SAS, versión 9.2 (SAS, 2008). 
Todos los factores fueron considerados fijos excepto las repeticiones. Se realizó la 
transformación logarítmica de las concentraciones de fumonisinas empleando la fórmula 
log(x+1) para asegurar la distribución normal de los residuos y la homogeneidad de la 
varianza. La comparación de medias se llevó a cabo mediante la prueba de la mínima 
diferencia significativa protegida de Fisher (MDS) a un nivel de probabilidad de 0,05. Se 
llevaron a cabo correlaciones simples entre las variables utilizando las medias obtenidas en 
cada siembra y tiempo de recolección (n=10), empleando el programa PROC CORR de SAS.  
Por último, con el fin de encontrar variables explicativas del aumento de la infección por F. 
verticillioides y de las concentraciones de ergosterol y fumonisinas, se realizó un análisis de 
regresión mediante la opción “stepwise” de SAS con los diferenciales medios de los datos y 
de las variables climáticas entre estados del grano consecutivos en cada una de las siembras 
(n=8), usando un nivel de probabilidad del 0,15, ó 0,20 en el caso de la infección por F. 
verticillioides. Se utilizaron los incrementos entre estados del grano en lugar de los datos 
obtenidos en cada uno de los estados para evitar que el aumento de la infección y la 
concentración de fumonisinas que se produjo, de forma general, con el tiempo ocasionara 
correlaciones incorrectas con variables climáticas que también aumentan o disminuyen con el 
tiempo.  
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4.3. RESULTADOS 
4.3.1. Análisis de varianza 
El análisis de varianza de siembras, estados del grano e híbridos se muestra en las tablas 4.1, 
4.2 y 4.3. Se diferenciaron significativamente las siembras para los caracteres cobertura de 
brácteas, granos dañados por polilla (S. cerealella), las fechas de floración masculina y 
femenina y el porcentaje de infección por Aspergillus. Todas los caracteres mostraron 
diferencias significativas entre tiempos de recolección, excepto los porcentajes de granos 
infectados por Penicillium, F. proliferatum y “otros géneros fúngicos”. Los híbridos se 
diferenciaron significativamente en la humedad de los granos, la cobertura de brácteas, la 
infección visual por F. verticillioides, el daño por polilla y las fechas de floración masculina y 
femenina, pero no mostraron diferencias en las concentraciones de fumonisinas.  
 
Tabla 4.1. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de las concentraciones de 
fumonisinas y ergosterol (µg/g de peso fresco) en granos de tres híbridos de maíz blanco, en dos siembras y en 
cinco tiempos de recolección correspondientes a diferentes estados de desarrollo de los granos (20, 40, 60, 80 y 
100 días después de la floración femenina), en el año 2009. 
Fuentes de variación1 gl Ergosterol gl FB1 FB2 FB total 
S  1 7,01  1 0,001  0,0001  0,0001  
Rep (S) 4 1,13  4 0,047  0,010  0,045  
H 2 1,13  2 0,010  0,002  0,007  
S x H 2 0,74  2 0,008  0,004  0,007  
Rep x H (S) 8 2,32  8 0,036  0,007  0,032  
D 4 30,16 ** 4 1,882 ** 0,342 ** 1,989 ** 
S x D 3 6,70  4 0,188 ** 0,035 * 0,181 ** 
H x D 8 1,94  8 0,028  0,001  0,021  
S x H x D 6 0,75  8 0,011  0,004  0,012  
Error 41 2,37   47 0,044  0,010  0,043  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 S: siembra; H: híbrido; D: día de recolección; Rep: repetición.  
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Tabla 4.2. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de los porcentajes de infección por Fusarium, Penicillium, Aspergillus y otros géneros de 
mohos en granos de tres híbridos de maíz blanco, en dos siembras y en cinco tiempos de recolección correspondientes a diferentes estados de desarrollo de los granos 
(20, 40, 60, 80 y 100 días después de la floración femenina), en el año 2009. 
Fuentes de variación1 gl Total granos infectados Penicillium Aspergillus Otros géneros fúngicos gl Fusarium F. verticillioides F. proliferatum F. spp 
S  1 128,00  206,72 16,06 * 8,00  1 254,22  23,86  21,80  685,70  
Rep (S) 4 414,04  246,93 1,90  187,12 * 4 55,28  85,88  28,43  309,95  
H 2 805,36  274,94 4,92  91,37  2 1910,52  1793,38  25,64  42,94  
S x H 2 265,17  47,39 2,72  201,50 * 2 216,41  500,97  3,06  74,99  
Rep x H (S) 8 637,54  103,50 2,07  43,06  8 582,87  469,46  27,35  211,39  
D 4 14847,00 ** 147,09 12,18 ** 83,95  4 14685,00 ** 9471,38 ** 22,77  880,35 * 
S x D 3 336,15  261,69 18,72 ** 32,30  3 279,08  898,61  16,96  185,10  
H x D 8 1147,28 ** 59,09 3,51  150,73  8 920,78  1000,89  23,69  244,35  
S x H x D 6 578,87  83,02 5,61  54,02  6 683,06  379,28  29,58  360,18  
Error 42 509,61  120,07 1,65  96,39  40 556,42  721,84  22,86  276,68  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 S: siembra; H: híbrido; D: día de recolección; Rep: repetición. 
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Tabla 4.3. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de caracteres agronómicos evaluados en tres híbridos de maíz blanco, en dos siembras y 
en cinco tiempos de recolección correspondientes a diferentes estados de desarrollo de los granos (20, 40, 60, 80 y 100 días después de la floración femenina), en el 
año 2009. 
Fuentes de 
variación1,2 gl 
Cobertura de 
brácteas2 
Humedad de los 
granos (%) 
Nivel visual de 
infección Daño de taladro gl Daño de polilla gl 
Floración 
masculina 
Floración 
femenina 
S  1 2,50 * 20,45  0,02  0,00  1 1148,27 * 1 1480,28 ** 1067,78 ** 
Rep (S) 4 0,29  8,58  0,03  0,16  4 99,08 * 4 3,06 ** 1,94 ** 
H 2 13,74 ** 267,27 ** 0,73 ** 0,30  2 356,53 ** 2 20,83 ** 101,94 ** 
S x H 2 1,03  0,31  0,14  0,09  2 255,85 ** 2 26,94 ** 1,94 ** 
Rep x H (S) 8 0,29 ** 5,40  0,08  0,21  8 22,00  - -  -  
D 4 3,09 ** 11182,00 ** 1,73 ** 0,70 ** 4 725,02 ** - -  -  
S x D 4 0,31 ** 4,26  0,10  0,58 ** 3 219,40 ** - -  -  
H x D 8 1,83 ** 36,75 ** 0,20 ** 0,16  8 97,57 ** - -  -  
S x H x D 8 0,09  3,45  0,12 * 0,22  6 75,76 ** - -  -  
Error 483 0,08  6,24  0,05  0,15  41 16,82  80 0,43  0,15  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 S: siembra; H: híbrido; D: día de recolección; Rep: repetición.  
2 Cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas apretadas), nivel visual de infección por F. verticillioides y 
daño de taladro dados en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca afectados) a 9 (sin daños) y daño por polilla (S. cerealella) medido como el número de 
granos en la mazorca atacados por polilla. 
3 Los grados de libertad del error para el carácter humedad de los granos son 47. 
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Tabla 4.4. Medias1 en cinco estados de desarrollo y secado del grano (20, 40, 60, 80 y 100 días después de la 
floración femenina) de los caracteres determinados en tres híbridos de maíz blanco y en dos siembras, en el año 
2009. 
 Días después de floración femenina 
MDS (p≤0,05) 
 20 40 60 80 100 
Ergosterol y fumonisinas2       
Ergosterol (µg/g p.f.) 0,79 bc 0,17 c 0,79 bc 1,33 b 3,58 a 1,14 
FB1 0,003 c 0,04 c 0,14 c 0,31 b 0,80 a 0,14 
FB2 0,04 d 0,09 cd 0,13 bc 0,20 b 0,40 a 0,07 
FB total 0,05 d 0,12 cd 0,24 c 0,40 b 0,88 a 0,14 
Infección fúngica (%)3       
Mohos 46,22 b 24,56 c 60,67 b 91,33 a 92,78 a 16,64 
Fusarium 40,44 b 15,44 c 51,28 b 79,72 a 87,17 a 17,59 
F. verticillioides 36,49 b 10,11 c 32,69 b 58,16 a 69,59 a 20,03 
F. proliferatum 0,00 a 0,00 a 3,03 a 0,79 a 1,13 a - 
Fusarium spp. 3,96 c 5,33 bc 15,56 abc 20,77 a 16,78 ab 12,4 
Penicillium 2,22 a 1,89 a 0,89 a 8,33 a 3,89 a - 
Aspergillus 0,00 b 0,22 b 2,00 a 0,00 b 0,11 b 0,95 
Otros géneros de mohos 5,11 a 5,67 a 2,89 a 8,22 a 3,78 a - 
Caracteres agronómicos4       
Cobertura de brácteas (1-5) 2,06 a 1,72 b 1,22 c 1,17 c 1,11 c 0,19 
Humedad de los granos (%) 81,62 a 48,60 b 31,23 c 23,52 d 20,72 e 1,69 
Infección visual (1-9) 9,00 a 8,89 a 8,53 b 8,46 b 8,26 c 0,15 
Daño de taladro (1-9) 8,62 a 8,48 ab 8,19 c 8,17 c 8,27 bc 0,26 
Daño de polilla (nº) 0,03 c 0,08 c 2,72 c 8,78 b 17,65 a 3,04 
1Las medias de cada carácter seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (p≤0,05).  
2Concentración de ergosterol expresada en µg/g de peso fresco; concentraciones de FB1, FB2 y FB total 
calculadas en base a µg/g de peso y fresco y transformadas logarítmicamente. 
3 Porcentaje de granos infectados. 
4 Cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas 
apretadas), nivel visual de infección por F. verticillioides y daño de taladro dados en una escala de 1 (100% de 
los granos de la mazorca afectados) a 9 (sin daños) y daño por polilla (S. cerealella) medido como el número de 
granos en la mazorca atacados por polilla. 
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El porcentaje de humedad de los granos disminuyó de forma significativa entre cada estado de 
desarrollo, variando desde un 82% de media a los 20 días, hasta un 21% de media a los 100 
días (Tabla 4.4). Las concentraciones de fumonisinas y ergosterol obtenidas como proporción 
de peso seco se corrigieron por el porcentaje de humedad para referirlas a peso fresco, con el 
fin de minimizar los cambios de peso de los granos debidos al contenido en humedad, tal 
como se describe en el apartado de material y métodos. 
En todos los momentos de recolección los granos de maíz presentaron infección por mohos 
(Tabla 4.4, Figura 4.1). A los 20 días tras la floración, el porcentaje de granos infectados era 
alto, aproximadamente un 46%. Sin embargo, este porcentaje disminuyó significativamente a 
los 40 días a menos de un 25% de granos infectados, siendo el momento con menor 
porcentaje de infección. A partir de este momento, el porcentaje de granos infectados volvió a 
incrementarse significativamente hasta alcanzar más de un 90% a los 80 y 100 días. 
Figura 4.1. Porcentaje de granos infectados por mohos de los géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium y otros 
géneros, en cinco momentos de desarrollo y secado del grano (20, 40, 60, 80 y 100 días después de la floración), 
en dos siembras en el año 2009. 
 
En todos los momentos de recolección, la mayor parte de la infección fue producida por 
especies del género Fusarium, infectando entre un 15% y un 87% de los granos totales en 
función del momento de desarrollo del grano y secado (Tabla 4.4, Figura 4.1). F. 
verticillioides fue la especie claramente más abundante en los granos en distintas fases de 
desarrollo y secado, más incluso que la suma del resto de especies del género Fusarium 
(Tabla 4.4). Al igual que en el caso de la infección general, el porcentaje de infección por F. 
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verticillioides disminuyó significativamente desde el día 20 (36%) al 40 (10%) después de la 
floración, volviendo a incrementarse progresivamente hasta el día 100 (70%). Por el 
contrario, F. proliferatum apareció en los granos a partir de los 60 días y de forma puntual y 
en porcentajes muy bajos (Tabla 4.4). El porcentaje de infección por otros mohos fue menor 
que por Fusarium, si bien comenzó ya a partir de los 20 días, o 40 días en el caso del género 
Aspergillus. La infección por Penicillium fue muy baja y no mostró cambios significativos a 
lo largo del tiempo. La infección por Aspergillus fue también muy escasa y puntual 
mostrando un pico a los 60 días con un 2% de infección (Tabla 4.4). 
En correspondencia con los datos de infección fúngica, se detectó ergosterol en los granos 
desde el primer tiempo de recolección (20 días) y su concentración aumentó a lo largo del 
tiempo (Tabla 4.4). Las medias obtenidas a los 20 días que se muestran en la tabla 4.4 
corresponden sólo a la siembra tardía. Debido a problemas con las muestras, los análisis de 
ergosterol e infección fúngica no se pudieron realizar en las muestras recogidas en el primer 
tiempo de recolección (20 días) de la siembra temprana. Estas muestras se secaron a 60 ºC, de 
manera que tanto la infección fúngica como el nivel de ergosterol pudieron verse alterados 
por las altas temperaturas que produjeron una visible caramelización de los azúcares. 
La concentración de ergosterol tomada en peso seco fue tan alta a los 20 días como a los 100 
días (datos no mostrados), pero debe tenerse en cuenta que la humedad de los granos era 
cuatro veces mayor a los 20 que a los 100 días (Tabla 4.4), por lo que fue conveniente 
relativizar la concentración con respecto al peso fresco. Hecho esto, la concentración de 
ergosterol siguió siendo ligeramente mayor a los 20 días que a los 40 días, pero de forma no 
significativa, y mantuvo un aumento progresivo a lo largo del tiempo obteniéndose una 
concentración significativamente mayor de ergosterol al cabo de 100 días (Tabla 4.4, Figura 
4.2). En cambio, a nivel visual, la infección de los granos por F. verticillioides comenzó a 
percibirse a partir de los 40 días y fue aumentando con el tiempo sin alcanzar niveles altos 
(8,25 a los 100 días) (Tabla 4.4).   
Se detectaron tanto FB1 como FB2 en los granos desde el primer tiempo de recolección, 20 
días después de floración (Tabla 4.4). Las concentraciones de FB total en peso fresco se 
incrementaron ligeramente, pero de forma significativa, entre los 20 y 60 días después de 
floración, y continuaron aumentando significativamente, y de forma más acusada, en cada 
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estado de los granos hasta los 100 días (Tabla 4.4, Figura 4.2). La concentración de FB2 
tendió a ser superior a la de FB1 durante los primeros 40 días tras la floración (Tabla 4.4), así 
como el número de muestras contaminadas con FB2 (datos no mostrados). No existió una 
tendencia a la disminución de la concentración de fumonisinas de los 20 a los 40 días, tal 
como se observó en el porcentaje de infección por F. verticillioides y en el contenido en 
ergosterol (Tabla 4.4), pero sí se redujo ligeramente el número de muestras contaminadas con 
FB1 (datos no mostrados). 
Figura 4.2. Concentración de ergosterol y FB total (sin transformar) y porcentaje de humedad de los granos en 
cinco momentos de desarrollo y secado del grano (20, 40, 60, 80 y 100 días después de la floración), en dos 
siembras en el año 2009. 
 
La interacción siembra x estado del grano fue significativa para las concentraciones de FB1, 
FB2 y FB total, cobertura de brácteas, daño de taladro, daño por polilla y porcentaje de granos 
infectados por Aspergillus (Tablas 4.1 a 4.3). Las concentraciones de FB total fueron 
similares en ambas siembras hasta los 60 días después de floración (Tabla 4.5). A partir de 
entonces se produjo un aumento significativo de la concentración de FB total en la siembra 
tardía entre los 60 y 80 días después de floración, mientras que en la siembra temprana este 
aumento sucedió en un estado más tardío del desarrollo de los granos, entre los 80 y 100 días 
(Tabla 4.5). A pesar de este retraso, el contenido de FB total en los granos a los 100 días 
después de floración fue significativamente mayor en la siembra temprana que en la tardía. En 
la tabla 4.5 se muestras los valores transformados de las concentraciones de fumonisinas 
referidos a peso fresco para reducir las variaciones de peso a lo largo del tiempo, como se ha 
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explicado anteriormente, pero las regulaciones alimentarias refieren los límites máximos al 
peso seco. En este sentido, la concentración de FB total referida a peso seco a los 100 días 
después de floración fue 13,99 µg/g en la siembra temprana, la mayor alcanzada, seguida de 
las concentraciones obtenidas a los 100 y 80 días en la siembra tardía, 7,17 µg/g y 4,80 µg/g 
respectivamente (Tabla 4.5), todas por encima de los niveles legales para consumo humano 
establecidos por la UE (Reglamento Nº 1126/2007). 
En cuanto al resto de los caracteres, la cobertura de brácteas fue baja desde los 20 días 
después de floración y disminuyó con el desarrollo de la mazorca. Los daños producidos en 
los granos por taladro y polilla fueron detectados desde el primer tiempo de recolección y se 
incrementaron a lo largo del tiempo. El daño producido por taladro en la mazorca fue, en 
general, bajo, no sobrepasando el 20%, y no hubo diferencias significativas entre las 
siembras. La incidencia de la polilla fue sensiblemente mayor en la siembra temprana que en 
la tardía a partir de los 80 días después de la floración (Tabla 4.5).   
Tabla 4.5. Medias en dos siembras y cinco momentos de desarrollo y secado del grano (20, 40, 60, 80 y 100 días 
después de la floración femenina) de las concentraciones de fumonisinas, cobertura de brácteas, daño de taladro, 
daño de polilla y porcentaje de infección por Aspergillus en tres híbridos de maíz, en 20091. 
Siembra Días FB12 FB2 FB total 
Cobertura de 
brácteas3 
Daño de 
taladro 
Daño de 
polilla 
% 
Aspergillus 
Temprana 20 0,004 c 0,05 cd 0,05 cd 1,67 bc 8,36 bc .  .  
 40 0,04 c 0,09 cd 0,12 cd 1,56 cd 8,62 ab 0,08 e 0,22 b 
 60 0,16 c 0,12 cd 0,25 c 1,11 ef 8,33 bc 4,92 d 4,00 a 
 80 0,14 c 0,13 c 0,24 c 1,11 ef 8,23 c 15,25 b 0,00 b 
 100 0,94 a 0,46 a 1,02 a 1,00 f 8,16 c 26,97 a 0,00 b 
Tardía 20 0,003 c 0,03 d 0,04 d 2,44 a 8,89 a 0,03 e 0,00 b 
 40 0,04 c 0,10 cd 0,13 cd 1,89 b 8,33 bc 0,08 e 0,22 b 
 60 0,12 c 0,14 c 0,23 cd 1,33 de 8,04 c 0,53 e 0,00 b 
 80 0,45 b 0,26 b 0,55 b 1,22 ef 8,11 c 2,31 de 0,00 b 
 100 0,65 b 0,33 b 0,74 b 1,22 ef 8,39 bc 9,37 c 0,22 b 
1 Medias dentro de cada columna seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (p≤0,05).  
2Valores transformados logarítmicamente de las concentraciones de FB1, FB2 y FB total calculadas en base a 
µg/g de peso fresco. 
3 Cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas 
apretadas), daño de taladro evaluado en una escala de 1 (100% de los granos dañados) a 9 (sin daños), daño por 
polilla (S. cerealella) medido como el número de granos en la mazorca atacados por polilla, e infección por 
Aspergillus como porcentaje de granos infectados. 
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4.3.2. Correlaciones simples entre los caracteres 
El estado de desarrollo de los granos pareció ser el factor de variación más importante, pero la 
interacción siembra x estado de los granos también debe ser tomada en consideración (Tabla 
4.1), por lo que las correlaciones y las regresiones se realizaron con las medias obtenidas en 
cada combinación de siembra y estado del grano (días). Los coeficientes de correlación 
simple entre todos los caracteres se muestran en la tabla 4.6. 
El porcentaje de infección por F. verticillioides mostró una correlación muy alta y 
significativa con el porcentaje de granos infectados con mohos y con el porcentaje de granos 
infectados por Fusarium (r=0,95 y r=0,97 respectivamente). El nivel de infección visual se 
correlacionó con el porcentaje de infección por el género Fusarium, F. verticillioides y otros 
Fusarium, pero no con otros géneros de mohos (Tabla 4.6).  
La concentración de ergosterol en los granos se correlacionó con el porcentaje de infección 
por Fusarium y F. verticillioides, así como con el nivel visual de infección (Tabla 4.6). 
Además, presentó un alto coeficiente de correlación con el daño producido por polilla 
(r=0,91). Las concentraciones de fumonisinas mostraron altas correlaciones con la 
concentración de ergosterol (r ≥ 0,92) y con el nivel de infección visual (r= -0,89 para FB 
total) y, en menor medida con el porcentaje de granos infectados por Fusarium (r ≥ 0,71). 
Únicamente la concentración de FB total se correlacionó significativamente con el porcentaje 
de infección por F. verticillioides (r=0,67). Las concentraciones de fumonisinas también 
mostraron correlaciones elevadas con la cobertura de brácteas, la humedad de los granos, y el 
número de granos dañados por polilla. El daño por taladro en la mazorca, en este caso, no se 
correlacionó con el contenido de fumonisinas ni ergosterol (Tabla 4.6). 
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 Tabla 4.6. Coeficientes de correlación simple entre las variables tomadas en dos siembras y cinco momentos de desarrollo del grano (20, 40, 60, 80 y 100 días después de la 
floración femenina) en 2009 (n=10).  
 Días (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) 
FB1 (1)1 0,85**                
FB2 (2) 0,88** 0,99**               
FB total (3) 0,88** 1,00** 1,00**              
Ergosterol (4) 0,76* 0,94** 0,92** 0,93**             
Mohos (5)2 0,87** 0,58 0,64 0,59 0,66            
Fusarium (6) 0,87** 0,72* 0,71* 0,74* 0,70* 0,99**           
F. verticillioides (7) 0,81** 0,67 0,64 0,67* 0,69* 0,95** 0,97**          
F. proliferatum (8) 0,21 0,22 0,22 0,23 0,24 0,16 0,12 -0,03         
Fusarium spp. (9) 0,70* 0,58 0,62 0,62 0,43 0,72** 0,70* 0,50 0,32        
Penicillium (10) 0,32 0,06 0,08 0,07 0,24 0,46 0,46 0,55 -0,28 0,05       
Aspergillus (11) -0,07 -0,16 -0,17 -0,15 -0,14 -0,08 -0,14 -0,19 0,82** -0,10 -0,29      
Cobertura brácteas (12)3 -0,82** -0,60 -0,65* -0,64* -0,51 -0,65 -0,62 -0,51 -0,49 -0,62 -0,26 -0,25     
Humedad de granos (13) -0,92** -0,66* -0,72* -0,71* -0,51 -0,71* -0,68* -0,56 -0,35 -0,72* -0,28 -0,10 0,87**    
Infección visual (14) -0,95** -0,86** -0,88** -0,89** -0,78* -0,84** -0,83** -0,72* -0,50 -0,77* -0,17 -0,16 0,84** 0,90**   
Daño de taladro (15) -0,60 -0,41 -0,49 -0,46 -0,32 -0,53 -0,51 -0,31 -0,36 -0,84** -0,23 0,01 0,77** 0,70* 0,63  
Daño de polilla (16) 0,74* 0,77* 0,77** 0,77* 0,91** 0,66 0,68* 0,71* 0,20 0,30 0,58 -0,09 -0,60 -0,57 -0,72* -0,36 
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1Concentraciones de FB1, FB2 y FB total transformadas logarítmicamente a partir de µg/g de peso fresco y concentraciones de ergosterol expresadas en µg/g de peso fresco. 
2Infecciones fúngicas expresadas como porcentaje de infección. 3Cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas 
apretadas), humedad de los granos expresada en porcentaje, nivel visual de infección por F. verticillioides y daño de taladro dados en una escala de 1 (100% de los granos 
de la mazorca afectados) a 9 (sin daños) y daño por polilla (S. cerealella) medido como el número de granos en la mazorca atacados por polilla. 
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4.3.3. Correlaciones con las variables climáticas y análisis de regresión 
Las variables climáticas tomadas en los 20 días previos a cada recolección (20, 40, 60, 80 y 
100 días tras la floración) en cada siembra se muestran en la tabla 4.7. Las concentraciones de 
fumonisinas y ergosterol y el porcentaje de infección por F. verticillioides mostraron una 
tendencia significativa a aumentar durante el desarrollo del grano (Tabla 4.4), por lo que se 
calcularon los incrementos de estas variables entre estados de los granos consecutivos. Del 
mismo modo, se calcularon las diferencias entre periodos para las variables climáticas, con el 
fin de realizar análisis de correlación y regresión. 
Los análisis de correlación entre los cambios para las variables climáticas y el porcentaje de 
infección por F. verticillioides, la concentración de ergosterol y la concentración de 
fumonisinas apenas mostraron correlaciones significativas. Sólo el aumento en el número de 
días con temperaturas medias entre 10 y 15 ºC durante los 20 días previos a cada recolección 
se correlacionó significativamente con el aumento de la concentración de FB1 (r= 0,73, 
p≤0,05), FB2 (r= 0,65, p≤0,10) y FB total (r=0,69, p≤0,10) en los granos. 
Finalmente, se realizó un análisis de regresión para encontrar variables explicativas de los 
diferenciales del porcentaje de infección por F. verticillioides, de la concentración de 
ergosterol y de la concentración de FB total entre estados de desarrollo y secado del grano 
consecutivos. Las variaciones en el porcentaje de infección por F. verticillioides fueron 
explicadas por la diferencia en el número de días con temperaturas ≥ 30 ºC y el número de 
días con precipitaciones ≥ 2 mm entre estados consecutivos, en un 34 y 33% respectivamente 
(Tabla 4.8). Una mayor tasa de crecimiento fúngico, expresada como la diferencia de 
concentración de ergosterol entre estados sucesivos, fue explicada en un 49% por un mayor 
incremento del daño por polilla. La tasa de acumulación FB total entre estados del grano se 
explicó, a su vez, por un aumento en la tasa de crecimiento fúngico (83%) y, en menor 
medida, por un mayor descenso del número de días con temperaturas medias entre 15 y 20 ºC 
(6%). Cuando la concentración de ergosterol no fue incluida en el análisis de regresión, el 
aumento en la tasa de acumulación de FB total en los granos fue explicada por un aumento 
mayor en el número de días con temperaturas medias entre 10 y 15 ºC (49%) y el descenso 
del diferencial de las precipitaciones diarias (40%) (Tabla 4.8). 
116 
 
Capítulo 4 
Tabla 4.7. Variables climáticas calculadas para los periodos de 20 días previos a cada momento de recolección 
(20, 40, 60, 80 y 100 días después de la floración femenina), en cada siembra, en 20091. 
 Siembra Temprana Siembra Tardía 
Intervalos (días) 0-20 21-40 41-60 61-80 81-100 0-20 21-40 41-60 61-80 81-100 
Tm (ºC) 17,92 19,56 18,81 17,14 15,49 19,55 18,88 17,26 15,91 14,88 
Tmin (ºC) 12,92 13,17 12,66 11,29 10,79 13,53 12,80 10,78 10,85 11,88 
Tmax (ºC) 22,60 26,01 25,53 23,82 21,80 25,52 25,42 24,62 22,29 18,65 
HR (%) 81,56 76,59 74,96 82,71 85,37 76,53 77,25 77,59 84,86 91,98 
P (mm) 3,60 0,12 0,53 7,68 7,67 0,73 0,54 0,81 9,38 9,47 
Tmin ≤ 15 ºC (días) 16 18 18 17 17 18 16 20 16 17 
Tmax ≥ 30 ºC (días) 0 2 3 0 0 2 3 0 0 0 
10 ≤ Tm <15 ºC (días) 0 0 0 3 9 0 0 2 8 9 
15 ≤ Tm <20 ºC (días) 19 13 15 16 11 14 14 18 11 10 
20 ≤ Tm <25 ºC (días) 2 7 5 1 0 7 6 0 1 0 
25 ≤ Tm < 30 ºC (días) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
P ≥ 2 mm (días) 5 0 2 6 7 1 2 2 6 12 
1Temperatura media (Tm), mínima (Tmin) y máxima (Tmax) diaria, humedad relativa diaria (HR) y 
precipitaciones diarias (P). 
Tabla 4.8. Variabilidad explicada y signo de los coeficientes de regresión (entre paréntesis) en el modelo de 
regresión lineal múltiple, para los diferenciales del porcentaje de granos infectados por F. verticillioides y de las 
concentraciones de ergosterol y fumonisinas entre estados de desarrollo y secado del grano consecutivos, por los 
cambios en las características de los granos y en las variables climáticas calculadas en los periodos de 20 días 
previos a cada recolección (20, 40, 60, 80 y 100 días después de floración), en dos siembras (n=8). 
Variables explicativas1 F. verticillioides2 Ergosterol FB total FB total3 
Tmax ≥ 30 ºC (días) 0.34(-) - - - 
10 ≤ Tm < 15 ºC (días) - - - 0.49 (+) 
15 ≤ Tm < 20 ºC (días) - - 0.06 (-) - 
P (mm) - - - 0.40 (-) 
P ≥ 2 mm (días) 0.33(+) - - - 
Daño de polilla - 0.49 (+) - - 
Ergosterol - - 0.83 (+)  
1 Temperaturas medias (Tm), mínimas (Tmin) y máximas (Tmax) diarias, y precipitaciones diarias (P); daño por 
polilla (S. cerealella) medido como el número de granos en la mazorca atacados por polilla; concentración de 
ergosterol en µg/g de peso fresco. 
2 Porcentaje de granos infectados por F. verticillioides; ergosterol expresado en µg/g de peso fresco; 
concentración de FB total transformada logarítmicamente a partir de µg/g de peso fresco. 
3 Variabilidad explicada cuando la concentración de ergosterol no es incluida en el modelo de regresión. 
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4.4. DISCUSIÓN 
El estado de desarrollo de los granos en cada tiempo de recolección se valoró en función de su 
contenido en humedad de acuerdo con Nielsen (2008). De este modo consideramos que los 
granos recogidos a los 20 días después de floración se encontraban en estado de llenado-
lechoso (80-83% de humedad), a los 40 días en estado vítreo (48-49% de humedad) y a los 60 
días alcanzaron la madurez fisiológica (31-32% de humedad). Una vez alcanzada la madurez 
fisiológica, durante la fase de secado, el único cambio considerable que se observa en el grano 
es la pérdida de humedad. 
4.4.1. Infección fúngica 
El género Fusarium fue el género fúngico predominante en todos los estados de desarrollo y 
secado del grano. De forma general representó más del 80% de la infección producida por 
mohos, mientras que la infección producida por Penicillium, Aspergillus y otros géneros 
puede ser considerada marginal. La especie más abundante en todos los casos fue F. 
verticillioides, coincidiendo con anteriores resultados en Galicia y el sur de Europa (Logrieco 
et al., 2002; Butrón et al., 2006). Las condiciones ambientales, tales como temperaturas 
medias entre 15 y 20 ºC durante el periodo de desarrollo de los granos y el elevado porcentaje 
de humedad en estos hasta los 80 días después de floración, equivalente a una actividad de 
agua (aW) entre 1 y 0,95 (Maiorano et al., 2010), pudo favorecer la infección de los granos 
por parte de F. verticillioides en detrimento de Penicillium y Aspergillus, beneficiados por 
actividades de agua menores a esas temperaturas (Marín et al., 2004). F. proliferatum, otra 
especie importante productora de fumonisinas, fue detectado ocasionalmente a partir de los 60 
días después de floración y en porcentajes bajos, remarcando los resultados obtenidos en el 
capítulo 3 de esta Tesis y la menor importancia de esta especie en nuestras condiciones.  
La infección natural de los granos por F. verticillioides tuvo lugar desde momentos tempranos 
de su desarrollo y se incrementó a lo largo del tiempo. Estudios previos sitúan el comienzo de 
la infección natural de los granos con F. verticillioides dos semanas después de floración o 
entre cuatro y cinco semanas después de la polinización (King, 1981; Bush et al., 2004), lo 
que está de acuerdo con los resultados obtenidos. El porcentaje de infección de los granos por 
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F. verticillioides en la primera recolección, 20 días después de floración, fue relativamente 
alto (36%). El alto porcentaje de infección inicial que se encontró en las muestras en 
comparación con los porcentajes presentados en los trabajos de King (1981) y Bush et al. 
(2004), menores del 15% tres semanas después de floración en condiciones de infección 
natural, pudo ser propiciado por la temprana exposición de los granos a causa de la baja 
cobertura de brácteas (un índice de 2 sobre 5, a los 20 días), además de por las propias 
condiciones ambientales o la posible existencia de una alta cantidad de inóculo en el medio de 
forma natural.  
Con respecto al progreso de la infección, los resultados asocian una mayor tasa de infección 
por F. verticillioides a mayores descensos del número de días con temperaturas máximas altas 
(≥ 30 ºC) y a mayores incrementos del número de días con precipitaciones elevadas (≥ 2 mm). 
Estas condiciones climáticas podrían tener relación con la producción y dispersión de esporas 
y la capacidad de germinación. Rossi et al. (2009) mostraron que la esporulación de F. 
verticillioides se incrementa con la temperatura hasta 27 ºC y después disminuye rápidamente, 
por lo que temperaturas mayores de 30 ºC podrían ser menos favorables para la producción de 
esporas. Este hecho, sin embargo, puede ser dependiente de la cepa. En el mismo sentido, la 
temperatura óptima de germinación de las esporas es 25 ºC, por lo que temperaturas mayores 
podrían ralentizar el proceso (Marín et al., 2004). Condiciones favorables de humedad, como 
el número de días de lluvia, hacen que el substrato sobre el que crece el moho se mantenga 
húmedo y favorezca la producción de esporas; además, las salpicaduras producidas por el 
agua pueden intervenir en su dispersión (Ooka y Kommedhal, 1977; Rossi et al., 2009). Estos 
resultados muestran relación con los obtenidos en el capítulo 3, según los cuales temperaturas 
máximas y precipitaciones elevadas después del periodo de floración, concretamente a partir 
del estado pastoso de los granos (entre los 20 y 40 días después de floración en el presente 
estudio), se correlacionaron de forma negativa y positiva respectivamente con el porcentaje de 
infección por F. verticillioides obtenido en cosecha. 
4.4.2. Crecimiento fúngico 
Ya que F. verticillioides fue la especie más frecuentemente aislada en los granos y mostró una 
correlación significativa con la concentración de ergosterol, al contrario que otras especies de 
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Fusarium y mohos de otros géneros, en este trabajo consideramos el contenido de ergosterol 
como una medida indirecta del desarrollo de F. verticillioides. 
Al igual que la infección por F. verticillioides, el crecimiento fúngico fue detectado a partir de 
los 20 días después de la floración. En el periodo entre los 20 y 40 días se observó un 
descenso en el porcentaje de infección y un bajo contenido de ergosterol, contrastando con lo 
observado en estudios previos donde la infección se incrementó con el tiempo (King, 1981; 
Bush et al., 2004). Picot et al. (2011) observaron, en condiciones de inoculación artificial, un 
incremento importante en el crecimiento de F. verticillioides en la transición entre el estado 
lechoso y el estado vítreo de los granos y sugirieron que a partir de los 42 días después de la 
inoculación (aproximadamente 46-50 días tras floración) este moho no seguía colonizando los 
granos. Los resultados del presente trabajo mostraron, por el contrario, que el crecimiento de 
F. verticillioides, entendido como el contenido de ergosterol, se incrementó de forma casi 
lineal entre los 40 y 80 días después de floración y se produjo un aumento mayor entre los 80 
y 100 días. Esto parece indicar que las condiciones ambientales, además de aquellas 
relacionadas con los cambios en los granos durante su desarrollo, como el pH o el contenido 
en amilopectina estudiados por Picot et al. (2011), pueden tener un papel determinante en el 
desarrollo fúngico.  
Durante el desarrollo y secado de los granos en campo, el daño producido por la polilla fue un 
factor importante en el crecimiento fúngico. La tasa de acumulación de ergosterol en los 
granos fue favorecida por una mayor tasa de daños producidos por polilla. Se ha comprobado 
que la actividad de estos insectos puede favorecer la dispersión y entrada de mohos en los 
granos de maíz (Misra et al., 1961). Además, el daño genera un aumento local de la humedad, 
creando mejores condiciones para el desarrollo fúngico (Imura y Sinha, 1984). El ataque de 
estos insectos está relacionado con la humedad de los granos, ya que no suelen atacar granos 
por encima del 31% de humedad (Weston, 1994); esto puede explicar el mayor aumento de 
los ataques a los 80 y 100 días, que tuvo como consecuencia un mayor desarrollo fúngico. 
A pesar del creciente desarrollo fúngico y el alto porcentaje de granos infectados por F. 
verticillioides, el porcentaje de granos sintomáticos 100 días después de floración fue bajo 
(menos de un 10% aproximadamente). Esto parece indicar que existió una gran dispersión de 
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la infección pero que el desarrollo fúngico no fue lo suficientemente importante para causar 
síntomas graves de infección. 
4.4.3. Producción de fumonisinas 
En estudios previos, el estado vítreo del grano fue considerado como el más favorable para la 
producción de fumonisinas, o bien para su inicio (Warfield y Gilchrist, 1999; Bush et al., 
2004; Picot et al., 2011), y se observó que las concentraciones de fumonisinas fluctuaban 
durante el secado de los granos en campo (Bush et al., 2004; Picot et al., 2011). En este 
trabajo, la producción de fumonisinas fue detectada en los granos en estado lechoso y su 
patrón de acumulación no cambió, o cambio muy poco, hasta que los granos alcanzaron la 
madurez fisiológica. El aumento significativo de las concentraciones de fumonisinas se 
produjo durante el secado de los granos y muy especialmente al final de este periodo. Las 
diferencias entre estudios previos y los resultados presentados en este trabajo pueden deberse 
a varias causas: en el estudio llevado a cabo en laboratorio por Warfield y Gilchrist (1999) es 
posible que la utilización de granos previamente separados de la planta y la aplicación de 
diferentes tratamientos (autoclavado/no autoclavado) a granos en diferentes estados de 
desarrollo pudiera alterar la comunicación natural entre planta y moho o las propiedades 
fisicoquímicas de los granos, respectivamente, con consecuencias sobre la producción de 
fumonisinas (Marín et al., 2004; Mukherjee et al., 2011). Las diferencias con respecto a los 
estudios en campo pueden atribuirse a diferencias en las frecuencias de muestreo, en las 
determinaciones de las fumonisinas (ELISA, HPLC) (Bush et al., 2004) o bien a factores 
ambientales. En Galicia, la temperatura media desciende de forma gradual a lo largo del 
desarrollo y secado de los granos. Sin embargo, en el suroeste de Francia donde se realizó el 
estudio de Picot et al. (2011), la temperatura media descendió rápidamente por debajo de los 
15 ºC cuando los granos se encontraban en madurez fisiológica, creando condiciones 
demasiado desfavorables para la producción de fumonisinas. Por otra parte, el peso de los 
granos cambia a lo largo del tiempo y la concentración de fumonisinas debería ser relativizada 
a la unidad grano para evitar el sesgo producido por esos cambios, pero esto resultaría 
demasiado complicado. Por lo tanto, como los cambios en peso fresco de los granos son 
menores que los producidos cuando se tiene en cuenta el peso seco (Bulant et al., 2008), en 
este trabajo las concentraciones de fumonisinas se han referido a peso fresco, mientras que en 
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Picot et al. (2011) fueron referidas a peso seco, incrementando las diferencias entre estados 
del grano. 
La concentración de fumonisinas mostró altas correlaciones significativas con la 
concentración de ergosterol y el porcentaje de infección por F. verticillioides (r=0,97 y 0,67 
respectivamente). Se pudo observar una escasa acumulación de fumonisinas entre 20 y 60 
días después de floración, acompañada por una disminución en el porcentaje de granos 
infectados por F. verticillioides y una tendencia a la reducción en el contenido de ergosterol a 
los 40 días y, posteriormente, una rápida acumulación de fumonisinas después de 60 días tras 
floración que precedió a los mayores porcentajes de infección por F. verticillioides y un 
importante incremento de ergosterol entre 80 y 100 días después de floración. Estos 
resultados sugieren que las fumonisinas podrían actuar como factores estimulantes del 
crecimiento del moho. La función de las fumonisinas no se conoce con exactitud aunque 
parecen tener cierto papel en la patogénesis, aun no siendo esenciales para ella (Desjardins et 
al., 2007). Se ha estudiado su posible papel como factor de competencia con otros mohos pero 
no se ha podido demostrar la relación de la producción de fumonisinas con éste tipo de 
estrategias (Marín et al., 2001; Marín et al., 2004).  
Los resultados de este trabajo apuntan más bien a que la producción de fumonisinas podría 
estar asociada a respuestas ante condiciones de estrés. El mayor incremento en la 
concentración de fumonisinas se produjo entre los 60 y 100 días después de floración, cuando 
las características de temperatura y actividad de agua eran desfavorables para el crecimiento 
del micelio, ya que durante ese periodo hubo más días con temperaturas medias menores de 
15 ºC y la humedad de los granos descendió de un 30%, aproximadamente, hasta un 20%, 
correspondientes a actividades de agua de 0,96 y 0,92, respectivamente (Maiorano et al., 
2010). Temperaturas y disponibilidad de agua inferiores a 17 ºC y 0,94, respectivamente, son 
consideradas marginales para el crecimiento de F. verticillioides (Marín et al., 2010). La 
estimulación de la producción de estas micotoxinas en condiciones de estrés para el 
crecimiento del moho ha sido descrita por varios autores (Samapundo et al., 2005; Jurado et 
al., 2008). También se ha comprobado que enzimas implicadas en procesos de 
reconocimiento y señalización en el control del crecimiento fúngico en respuesta a ambientes 
cambiantes tienen un importante papel en la regulación del metabolismo secundario, 
incluyendo la biosíntesis de fumonisinas (Kim et al., 2011). En este sentido se ha observado 
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que la disrupción del gen codificante para una hexoquinasa redujo la producción de FB1 y la 
tolerancia al estrés osmótico (Kim et al., 2011). 
La mayor tasa de acumulación de fumonisinas a lo largo del desarrollo de los granos fue 
explicada en parte por el incremento de días con temperaturas subóptimas para el crecimiento 
de F. verticillioides. La disminución del número de días con temperaturas medias entre 15 y 
20 ºC y el aumento de días con temperaturas medias entre 10 y 15 ºC, condiciones subóptimas 
para el desarrollo de F. verticillioides, tuvieron lugar cuando la humedad de los granos 
descendió por debajo del 30%, equivalente a una actividad de agua de 0,95-0,97 
aproximadamente (Maiorano et al. 2010). Estudios in vitro han demostrado que un alto estrés 
osmótico reduce el crecimiento de F. verticillioides mientras que aumenta la biosíntesis de 
fumonisinas en relación con éste (Samapundo et al., 2005; Jurado et al., 2008). El efecto de la 
temperatura sobre la producción de fumonisinas en condiciones de disponibilidad de agua 
óptimas para el crecimiento es pequeño; sin embargo, a bajas actividades de agua el efecto de 
la temperatura se hace mayor, y a temperaturas no óptimas para el crecimiento la producción 
de fumonisinas se incrementa (Samapundo et al., 2005). Por tanto, las diferencias entre la tasa 
de producción de fumonisinas y la tasa de crecimiento fúngico pueden explicarse en parte por 
el aumento de la condiciones de estrés, al incrementarse el número de días con temperaturas 
subóptimas para el crecimiento de F. verticillioides en el momento en que la disponibilidad de 
agua en los granos fue baja.  
La alta incidencia de F. verticillioides durante el desarrollo y secado del grano alerta sobre el 
alto riesgo de contaminación con fumonisinas, especialmente durante el secado de los granos. 
Las concentraciones de fumonisinas en los granos cosechados 100 días después de floración 
(con alrededor 20% de humedad) fueron muy altas: 13,9 µg/g de peso seco en la siembra 
temprana y 7,2 µg/g en la tardía, superando ampliamente el límite legal establecido por la UE 
de 4 µg/g en maíz no elaborado para consumo humano (Reglamento nº 1126/2007). El riesgo 
de contaminación comenzó antes en la siembra tardía, a los 80 días, pero tras 100 días 
después de floración alanzó mayor importancia en la siembra temprana. En contraposición a 
lo descrito en otros estudios, la acumulación de fumonisinas fue constante hasta que los 
granos alcanzaron la madurez fisiológica, señalando que otros factores además del estado 
fisiológico de los granos, como las condiciones ambientales locales, pueden ser decisivos en 
la acumulación de fumonisinas en los granos en el campo. 
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 CAPÍTULO 5: 
Estudio de la acumulación de fumonisinas en híbridos de maíz 
blanco tras su inoculación con un aislado local de F. 
verticillioides 
  
5.1. INTRODUCCIÓN 
Existen líneas e híbridos de maíz con diferentes grados de resistencia a la contaminación con 
fumonisinas y al desarrollo de F. verticillioides en los granos aunque no se han hallado 
resistencias totales o un nivel adecuado de resistencia en híbridos comerciales (Eller et al., 
2008). Clements et al. (2004) evaluaron en EE.UU. más de 1500 líneas de maíz provenientes 
de Norteamérica y Europa, seleccionando 35 de ellas como posibles fuentes de resistencia. 
Eller et al. (2008) quisieron ampliar esta búsqueda entre germoplasma tropical e identificaron 
varias líneas con buenos niveles de resistencia tanto a la fusariosis como a la contaminación 
con fumonisinas. Kleinschmidt et al. (2005) y Schaafsma et al. (2006) evaluaron una larga 
lista de híbridos comerciales en EE.UU. y Canadá encontrando importantes variaciones en las 
concentraciones de fumonisinas entre años y entre los híbridos. También se han realizado 
búsquedas en África tropical en un amplio número de líneas aunque muy pocas presentaron 
buenos y constantes niveles de resistencia a la infección por F. verticillioides y aún menos a 
la acumulación de fumonisinas (Afolabi et al., 2007; Schjøth et al., 2008; Small et al., 2012). 
En Europa se han llevado a cabo evaluaciones de híbridos comerciales y líneas élite de maíz 
adaptado a Europa, principalmente en Alemania, Italia, Francia, Hungría, Polonia y, 
recientemente, en Galicia, y se han encontrado diferencias entre grupos de madurez y tipo de 
grano, además de importantes diferencias entre ambientes, con respecto a la acumulación de 
fumonisinas (Pascale et al., 1997; Miedaner et al., 2008; Bolduan et al., 2009; Löffler et al., 
2010; Butrón et al, enviado). 
La mayor parte de las evaluaciones se han llevado a cabo tras la inoculación artificial de las 
mazorcas de maíz con F. verticillioides. La inoculación artificial asegura la llegada del moho 
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a todos los genotipos de maíz y que ésta suceda en las mismas condiciones (el mismo punto 
de entrada inicial, la misma cepa del moho, la misma cantidad de inóculo) y, por tanto, 
reduciendo las importantes variaciones debidas a una dispersión heterogénea del inóculo  y 
evitando posibles escapes producidos por azar (Mesterházy et al., 2012). Además, la 
inoculación debe hacerse con aislados fúngicos locales adaptados a las condiciones 
ambientales donde se realicen las evaluaciones y cuya capacidad micotoxigénica haya sido 
comprobada. Las condiciones ambientales son determinantes en la acumulación de 
fumonisinas y el uso de un aislado local, presente en el ambiente de forma natural, es más 
adecuado para obtener resultados extrapolables en condiciones normales de cultivo y de 
infección natural. Existe, además, variabilidad en la capacidad patogénica y productora de 
fumonisinas entre diferentes aislados de F. verticillioides (Miedaner et al., 2010; Covarelli et 
al., 2012), por lo que es conveniente conocer previamente ambas características para asegurar 
un nivel adecuado de infección y contaminación con fumonisinas en los genotipos de maíz a 
evaluar para poder establecer diferencias. 
En la Misión Biológica de Galicia (CSIC) se llevó a cabo un estudio para cuantificar los 
niveles de infección y contenido en fumonisinas en grano de maíz blanco (Butrón et al., 
2006). El maíz blanco es muy utilizado para consumo humano y se emplea en la producción 
de harinas y en la elaboración de panes y otros productos tradicionales, donde la presencia de 
micotoxinas puede suponer un mayor riesgo que cuando se destina a consumo animal (Lino et 
al., 2007). El contenido máximo de fumonisinas permitido por la UE (Reglamento Nº 
1126/2007) en maíz no elaborado para consumo humano es 4 µg/g, y en maíz y productos 
derivados destinados al consumo humano directo es 1µg/g. En la evaluación realizada por 
Butrón et al. (2006) se trabajó con 10 híbridos obtenidos de los cruzamientos entre cinco 
líneas puras de maíz blanco de la colección de germoplasma de la Misión Biológica de 
Galicia (CSIC). Se encontraron diferencias significativas en la concentración de fumonisinas 
entre los diferentes híbridos. Este estudio se llevó a cabo bajo condiciones de infección 
natural, por lo que es necesario comprobar que estas diferencias en los contenidos de 
fumonisinas se mantienen bajo condiciones de infección artificial con F. verticillioides y que 
no se deben a fenómenos de escape. Para ello, se realiza la evaluación de los híbridos blancos 
tras su infección artificial con un aislado local de F. verticillioides. Este aislado de F. 
verticillioides se obtuvo a partir de muestras de granos de maíz cultivados en la provincia de 
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Pontevedra en 2007, por lo que sus características ecofisiológicas y de producción de 
fumonisinas hasta el momento eran desconocidas y ha sido necesario determinarlas. 
Existen varios métodos para realizar la inoculación artificial de las mazorcas de maíz. El lugar 
de inoculación es el primer punto a tener en cuenta, realizándose ésta generalmente en las 
sedas o directamente en los granos. El mejor momento para realizar la inoculación y obtener 
un nivel de infección óptimo es durante la floración femenina, cuando las sedas están 
expuestas (Reid et al, 1996; Mesterházy et al., 2012). Las formas de introducción del inóculo, 
generalmente una suspensión de esporas de concentración conocida, son variadas e incluyen 
la introducción en sedas o granos de palillos o agujas embebidas en el inóculo, pulverizar el 
inóculo sobre las sedas, o inyectarlo en el canal de las sedas o en los granos (Munkvold et al., 
1997a; Clements et al., 2003; Mesterházy et al., 2012). Las técnicas más frecuentemente 
utilizadas son las inyecciones de una suspensión de esporas del moho en el canal de las sedas 
o en los granos. El canal de las sedas es el canal formado por las brácteas sobre la mazorca y 
por donde las sedas sobresalen. La inoculación en este punto trata de imitar la infección 
natural a través de las sedas de F. verticillioides, la ruta más relevante de entrada de este 
moho que se desplaza por las sedas hasta alcanzar los granos (Munkvold et al., 1997a). En 
cambio, la inoculación en los granos se realiza en un lateral de la mazorca atravesando las 
brácteas e introduciendo el inóculo directamente en dos o tres granos. Esta técnica tiene en 
cuenta las vías de entrada creadas por los daños de insectos, pájaros u otros factores 
ambientales que favorecen la ruptura del pericarpio del grano. En general, las técnicas que 
conllevan una herida en los granos, como la inyección lateral, generan mayores niveles de 
fusariosis y fumonisinas en los granos que otros tipos de técnicas menos invasivas, como la 
inyección en el canal de las sedas, y ofrecen correlaciones más altas y estables entre estos dos 
caracteres (Clements et al., 2003; Kleinschmidt et al., 2005; Schaafsma et al., 2006; Eller et 
al., 2008). Sin embargo, esto no siempre ocurre así ya que en otros estudios se han observado 
similares grados de infección de los granos entre ambas técnicas, o bien mayores 
concentraciones de fumonisinas y altas correlaciones entre infección y contenido en 
fumonisinas cuando la inoculación se realiza en el canal de las sedas (Reid et al., 2002; 
Bolduan et al., 2009; Löffler et al., 2010). La idoneidad del empleo de uno u otro método de  
inoculación, en sedas o en grano, va a depender de las particularidades ambientales y del tipo 
de resistencia buscada. Tal como se observó en el trabajo previo de Butrón et al. (2006), uno 
de los posibles factores de resistencia en los híbridos evaluados fue la cobertura de las 
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brácteas. En consecuencia, la técnica adecuada para evaluar la resistencia o susceptibilidad de 
estos híbridos sería la inoculación en sedas, ya que la inyección en los granos obviaría la 
barrera que ofrecen las brácteas. Sin embargo, los factores de resistencia en los granos pueden 
ser importantes, sobre todo en ambientes donde el daño de insectos es frecuente, por lo que la 
selección de genotipos resistentes a ambos tipos de entrada del moho es lo más conveniente 
(Löffler et al., 2010). 
De este modo, los objetivos del presente capitulo son: 
1) Estudiar la capacidad de crecimiento y de producción de fumonisinas de un aislado local 
de F. verticillioides en diferentes condiciones de temperatura y disponibilidad de agua con 
el fin de realizar su caracterización ecofisiológica y micotoxigénica. 
2) Validar la resistencia o susceptibilidad al desarrollo de F. verticillioides y a la 
acumulación de fumonisinas de cuatro híbridos de maíz blanco que en un estudio 
previo, bajo condiciones de inoculación natural por F. verticillioides, mostraron 
contenidos mayores y menores de estas micotoxinas en el grano. 
3) Comparar dos técnicas de inoculación, inyección en el canal de las sedas e 
inyección en los granos, relacionadas con dos puntos de entrada de F. 
verticillioides en la mazorca. 
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5.2. Descripción ecofisiológica y determinación de la capacidad 
productora de fumonisinas de un aislado local de F. verticillioides  
5.2.1. Material y Métodos 
Cultivo y medida del crecimiento 
El aislado local de F. verticillioides se obtuvo a partir de muestras de grano de maíz amarillo 
cultivado en la provincia de Pontevedra en 2007, y permanece depositado en la colección de 
cultivo de la Misión Biológica de Galicia (CSIC) con el código MBG01. Su identificación fue 
realizada por el servicio externo de la Estación Fitopatolóxica do Areeiro, en Pontevedra, 
mediante técnicas de caracterización morfológica y molecular.  
A partir de un cultivo en medio PDA del aislado MBG01 se preparó una suspensión de 
esporas en agua destilada estéril con Tween 80 (0,1%) en una concentración de 1x106 
esporas/ml. Como medio de cultivo se empleó un medio a base de extracto de maíz al 3% 
(m/V) (ver Anexo) y su actividad de agua se modificó añadiendo glicerol (Marín et al., 
1995b). El medio se dispensó en placas Petri de 90 mm de diámetro. Las placas se inocularon 
centralmente con un asa de siembra de picadura, embebida previamente en la suspensión de 
esporas. Se prepararon tres placas por cada combinación de temperatura y actividad de agua 
(aW). Las temperaturas de incubación fueron: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 ºC, y las aW del medio 
fueron: 0,90, 0,92, 0,94, 0,96 y 0,99. La incubación se llevó a cabo en oscuridad. El desarrollo 
del micelio se midió diariamente realizando dos medidas perpendiculares del diámetro de la 
colonia hasta que el micelio alcanzó los bordes de la placa o durante un periodo de incubación 
máximo de 42 días. 
Determinación de la capacidad productora de fumonisinas 
La capacidad productora de fumonisinas del aislado MBG01 se determinó en tres condiciones 
de aW: 0,94, 0,96 y 0,99, y cinco condiciones de temperatura: temperaturas constantes de 15, 
20 y 25 ºC (en condiciones de oscuridad) y temperaturas alternas en ciclos de 12 h a 25-15 ºC 
y 15-10 ºC (aplicando la temperatura más alta durante 12 h de luz y la más baja durante 12 h 
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de oscuridad). Se incubaron tres placas por cada combinación de temperatura y aW y se midió 
el desarrollo diario del micelio, tal como se ha descrito en el apartado anterior, para calcular la 
tasa de crecimiento y la fase de latencia durante los 14 días del experimento. 
Las concentraciones de fumonisinas se determinaron tras 7 y 14 días de incubación. Para ello 
se cortaron con un sacabocados (5 mm de diámetro) un máximo de tres fragmentos 
representativos de micelio en cada placa a lo largo de un radio de la colonia. La extracción de 
las fumonisinas se realizó en 1 ml de metanol en grado HPLC. Cada muestra se sometió a 
agitación, se dejó en reposo 1 h y se agitó de nuevo, tras lo cual los extractos se filtraron a 
través de filtros de teflón de 0,45 μm de diámetro de poro. El procedimiento de cuantificación 
de FB1 y FB2 se realizó mediante HPLC tal como se describe en el capítulo 3, con la única 
modificación de que, en el momento del análisis, 150 µl de filtrado se añadieron a 150 µl de 
agua MilliQ en un vial HPLC, y posteriormente se mezclaron con 300 µl de OPA (ver 
Anexo). Los límites de detección del análisis para las concentraciones FB1 y FB2 fueron 0,08 
µg/ml y 0,06 µg/ml, respectivamente. El contenido en fumonisinas final se expresó en 
ng/mm2 de colonia. 
Análisis estadísticos 
La tasa de crecimiento y la fase de latencia del aislado MBG01 en cada condición de 
incubación fueron estimadas mediante el modelo de Baranyi y Roberts (1994). Se realizaron 
análisis de varianza combinados e individuales de estos dos caracteres y de la producción de 
fumonisinas, considerando todos los factores fijos, mediante el procedimiento estadístico 
PROC GLM de SAS (SAS, 2008). La comparación de medias se llevó a cabo mediante la 
prueba de la mínima diferencia significativa protegida de Fisher (MDS) a un nivel de 
probabilidad de 0,05. Finalmente, se realizaron análisis de correlación simple entre la 
producción de fumonisinas y los parámetros de crecimiento utilizando las medias en cada 
condición de incubación (n=15), con el programa PROC CORR de SAS.  
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5.2.2. Resultados 
Crecimiento fúngico 
Los análisis de varianza combinados de la tasa de crecimiento y fase de latencia de las 
colonias mostraron diferencias altamente significativas entre temperaturas, actividades de 
agua (aw) y en la interacción temperatura x aW (Tabla 5.2.1). La tasa de crecimiento aumentó 
de forma progresiva y significativa con la temperatura y la aW, mientras que la fase de 
latencia mostró el comportamiento contrario (Tabla 5.2.2). El máximo crecimiento tuvo lugar 
a 25 y 30 ºC y a aW de 0,99. La fase de latencia fue más breve a 25 y 30 ºC y a aW de entre 
0,94 y 0,99.  
Debido a la interacción significativa entre temperatura y aW, se realizaron análisis de varianza 
individuales para cada aW. La tasa de crecimiento presentó un comportamiento similar en 
todas las aW, incrementándose significativamente con la temperatura hasta los 25-30 ºC 
(Figura 5.2.1). A aW de 0,94 y 0,96 el crecimiento fue significativamente mayor a 25 ºC que a 
30 ºC. La fase de latencia se alargó significativamente a temperaturas inferiores a 20 ºC en 
condiciones de aW entre 0,99 y 0,94, y a temperaturas inferiores a 25 ºC a aW bajas (0,92 y 
0,90). No hubo crecimiento a 10 ºC a aW menores de 0,94, mientras que a 5 ºC no hubo 
crecimiento a ninguna aW. 
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Tabla 5.2.1. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de la velocidad de crecimiento 
(mm/día) y fase de latencia (días) del aislado MBG01 incubado a 6 temperaturas y 5 aW diferentes. 
Fuentes de variación gl Velocidad de crecimiento Fase de latencia 
Temperaturas 5 97,52 ** 8280,23 ** 
aW 4 153,93 ** 987,33 ** 
Temperatura x aW 20 16,11 ** 332,00 ** 
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
 
Tabla 5.2.2. Medias de la tasa de crecimiento (mm/día) y fase de latencia (días) del aislado MBG01 en cada 
temperatura de incubación (ºC ) y en cada condición de aW1. 
Temperatura Tasa de crecimiento Fase de latencia aW Tasa de crecimiento Fase de latencia 
30 5,88 a 1,09 e 0,99 7,41 a 12,33 c 
25 6,01 a 1,30 e 0,96 4,11 b 12,80 c 
20 2,44 b 6,64 d 0,94 2,21 c 12,39 c 
15 2,13 c 10,46 c 0,92 0,85 d 21,30 b 
10 0,68 d 30,56 b 0,90 0,36 e 26,23 a 
5 0,00 e 60,00 a      
MDS 0,13  0,69  MDS 0,12  0,62  
1 Medias dentro de una columna seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (p≤0,05). 
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Figura 5.2.1. Velocidad de crecimiento (A) y fase de latencia (B) del aislado MBG01 en diferentes condiciones 
de temperatura y aW. Los valores de las medias dentro de cada aW marcadas con de la misma letra no difieren 
significativamente entre sí (p≤0,05). 
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Capacidad productora de fumonisinas 
Los análisis de varianza mostraron diferencias significativas para las concentraciones de FB1 
y FB2 entre días y temperaturas (Tabla 5.2.3). No fueron significativas las diferencias entre 
aW, pero sí lo fueron sus interacciones. Debido a que las interacciones con días fueron 
significativas, se realizaron análisis de varianza para cada uno de los días (Tabla 5.2.4). 
Tabla 5.2.3. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de las concentraciones (ng/mm2) 
de fumonisinas B1 yB2 producidas por el aislado MBG01 después de ser incubado durante 7 y 14 días bajo 6 
condiciones diferentes de temperatura y 5 de aW. 
Fuentes de variación gl FB1 FB2 
Temperatura 4 42,90 ** 5,37 ** 
aW 2 4,39  1,90  
Días 1 327,21 ** 40,47 ** 
Temperatura x aW 8 37,57 ** 1,12  
Temperatura x Día 4 11,48  1,99 * 
aW x Día 2 67,85 ** 4,52 ** 
Temperatura x  aW x Día 5 25,27 ** 3,32 ** 
Error 47 6,09  0,72  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01, respectivamente. 
 
Tabla 5.2.4. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de las concentraciones de 
fumonisinas B1 y B2 (ng/mm2) producidas por el aislado MBG01 en 6 condiciones de temperatura y 5 de aW tras 
7 y 14 días de incubación. 
Días Fuentes de variación gl FB1 FB2 
7 Temperatura 4 13,29  1,00  
 aW 2 11,96  0,51  
 Temperatura x aW 5 11,13  0,52  
 Error 18 6,24  1,21  
       
14 Temperatura 4 48,81 ** 9,63 ** 
 aW 2 14,93  8,75 ** 
 Temperatura x aW 8 46,03 ** 3,04 ** 
 Error 29 5,99  0,41  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
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Tabla 5.2.5. Medias de las concentraciones de fumonisinas B1 y B2 (ng/mm2) producidas por el aislado MBG01 
en cada condición de temperatura y en cada condición de aW tras 7 y 14 días de incubación1. 
Días Temperaturas (ºC) FB1 FB2 aW FB1 FB2 
7 15-10 0,00  0,00  0,94 3,27  0,73 
 25-15 3,14  0,85  0,96 0,49  0,24 
 15 0,00  0,00  0,99 0,00  0,00 
 20 0,00  0,00      
 25 0,00  0,00      
 MDS -  -  MDS -  - 
            
14 15-10 1,66 b 0,00 c 0,94 4,61  0,85  b 
 25-15 6,34 a 2,52 a 0,96 6,47  2,34  a 
 15 8,39 a 1,41 b 0,99 6,40  1,92  a 
 20 6,46 a 2,26 a     
 25 6,51 a 2,28 a     
 MDS 2,39  0,63  MDS -  - 
1 Medias dentro de una columna seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (p≤0,05). 
Tras 7 días de incubación, no se detectaron diferencias significativas en las concentraciones 
de FB1 y FB2 entre las condiciones de incubación (Tabla 5.2.4). Sin embargo, en este 
momento temprano tendió a haber una mayor producción de fumonisinas en condiciones de 
temperatura cíclica, 25-15 ºC, y baja aW, 0,94, (Tabla 5.2.5). 
A los 14 días hubo diferencias altamente significativas en la concentración de FB1 entre 
temperaturas, pero no entre aW. La concentración de FB2 mostró diferencias altamente 
significativas entre todas las fuentes de variación (Tabla 5.2.4). El ciclo de temperatura 15-10 
ºC fue la condición de temperatura más desfavorable para la producción de fumonisinas 
(Tabla 5.2.5). No hubo diferencias entre el resto de temperaturas con respecto a la 
concentración de FB1, mientras que temperaturas ≥ 20 ºC y aW altas favorecieron la 
producción de FB2. La interacción temperatura x aW fue altamente significativa para ambas 
fumonisinas, por lo que se realizaron análisis de varianza individuales para las temperaturas 
dentro de cada aW (datos no presentados).  
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Tabla 5.2.6. Medias de las concentraciones de fumonisinas B1 y B2 (ng/mm2) producidas tras 14 días de 
incubación y tasa de crecimiento (mm/día) y fase de latencia (días) del aislado MBG01 a diferentes temperaturas 
y  aW 1. 
aW Temperaturas (ºC) FB1 FB2 Tasa de crecimiento Fase de latencia 
0,94 15-10 0,00 c 0,00 c 0,62 d 10,55 a 
 25-15 0,00 c 0,00 c 2,31 b 2,22 c 
 15 13,45 a 0,00 c 1,43 c 7,51 b 
 20 5,48 b 2,04 b 2,25 b 1,65 c 
 25 4,11 b 2,21 a 4,69 a 0,46 c 
 MDS 2,16  0,16  0,73  2,27  
          
0,96 15-10 0,00 b 0,00 b 1,90 e 5,59 a 
 25-15 9,88 a 3,71 a 5,04 b 1,46 c 
 15 6,87 a 2,82 a 2,69 d 2,93 b 
 20 7,50 a 2,44 a 4,32 c 1,40 cd 
 25 8,11 a 2,74 a 8,60 a 0,65 d 
 MDS 6,03  1,55  0,46  0,75  
          
0,99 15-10 4,99  0,00 c 4,19 e 4,21 a 
 25-15 9,15  3,85 a 9,26 b 1,33 b 
 15 3,07  1,43 b 5,86 d 3,45 a 
 20 6,39  2,30 b 7,64 c 1,46 b 
 25 7,30  1,88 b 14,28 a 0,64 b 
 MDS -  1,38  0,38  0,93  
1 Medias dentro de una columna seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (p≤0,05). 
A aW altas, 0,99 y 0,96, la concentración de FB1 tendió a aumentar con temperaturas 
constantes mayores, aunque de forma no significativa. En cambio, a una aW baja, 0,94, la FB1 
aumentó significativamente con el descenso de las temperaturas constantes. También se 
observa una significativa interacción entre aW y los ciclos de temperaturas, porque a 0,99 de 
aW no se diferenciaron entre sí, ni de las temperaturas constantes; a 0,96, el ciclo 15-10 ºC fue 
la única condición de temperatura que se diferenció de las demás y, a 0,94, ambos ciclos, 15-
10 ºC y 25-15 ºC, fueron las condiciones más desfavorables para la producción de FB1. 
A aW altas, 0,99 y 0,96, la concentración de FB2 tendió a mantenerse estable al cambiar las 
temperaturas constantes y, a una aW de 0,94, FB2 experimentó un descenso significativo al 
reducirse la temperatura constante, al contrario de lo que pasaba con FB1. El intervalo de 
temperatura 15-10 ºC siempre fue la peor condición de temperatura a la hora de promover la 
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producción de FB2, mientras el intervalo 25-15 ºC pasó de ser la mejor condición a 0,99 de 
aW, a tan buena como cualquier temperatura constante a 0,96 de aW y la peor, junto con el 
intervalo 15-10 ºC, a 0,94 de aW.  
Las producciones de FB1 y FB2 se correlacionaron de forma positiva entre sí a los 7 y 14 días. 
Únicamente la concentración de FB2 a los 14 días mostró correlaciones significativas con la 
tasa de crecimiento y la fase de latencia, siendo esta última la más importante. 
Tabla 5.2.7. Coeficientes de correlación entre las concentraciones de fumonisinas B1 y B2 tras 7 y 14 días de 
incubación, y con la tasa de crecimiento y la fase de latencia del aislado MBG01 en 5 condiciones de 
temperatura y 3 condiciones de aW (n=15). 
 FB1 7 días FB2 7 días FB1 14 días FB2 14 días Tasa de crecimiento 
FB2 7 días 0.97 **     
FB1 14 días -0.59 * -0.44    
FB2 14 días -0.45 -0.32 0.51 *   
Tasa de crecimiento -0.34 -0.34 0.33 0.52 *  
Fase latencia 0.08 0.05 -0.27 -0.70 ** -0.62 * 
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
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5.2.3. Discusión 
El comportamiento del aislado MBG01 siguió una tendencia similar a la mostrada por otras 
cepas de F. verticillioides en otros estudios (Marín et al., 2004). El crecimiento del micelio se 
vio favorecido por la temperatura hasta alcanzar un óptimo a los 25 ºC y/o 30 ºC, en función 
de la aW. Del mismo modo, el moho creció mejor a mayores aW. 
A altas aW, la acumulación de FB1 tendió a aumentar con la temperatura pero no hubo 
diferencias entre 15 y 25 ºC aunque la bibliografía describe óptimos de producción a 20, 25 ó 
30 ºC (Marín et al., 2004). Cabe destacar que el ciclo de temperaturas de 25-15 ºC tendió a 
mostrar los mayores niveles de fumonisinas a aW altas. Previamente se había observado que 
condiciones cíclicas de temperatura entre 10 y 25 ºC favorecían una mayor producción de FB1 
que a una temperatura constante de 25 ºC en cultivos de F. verticillioides sobre arroz (Ryu et 
al., 1999). Condiciones cambiantes de temperaturas son las que se dan diariamente de forma 
natural en el campo y deben tenerse en consideración.  
En cambio, la temperatura óptima de producción de FB1 a baja aW, 0,94, fue 15 ºC. Además, 
la producción de FB1 bajo esas condiciones fue máxima, si se tienen en cuenta todas las 
posibles combinaciones de aW y temperatura. Esto concuerda con resultados previos en los 
que condiciones marginales de temperatura y bajas aW, como 15 ºC y aW ≤ 0,95, provocaron 
un aumento de la producción de fumonisinas por parte de F. verticillioides cultivado sobre 
maíz (Marín et al., 1999c; Samapundo et al., 2005). 
A tenor de los resultados se puede concluir que el aislado local de F. verticillioides MBG01 es 
productor de fumonisinas y se comporta acorde con lo descrito en la bibliografía, por lo que 
presenta un comportamiento estándar que lo hace ideal para la producción de inóculo. 
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5.3. Acumulacion de fumonisinas en hibridos de maíz blanco: estudio 
de posibles factores de resistencia 
5.3.1. Material y Métodos 
Material vegetal y diseño experimental 
Se seleccionaron cuatro híbridos de maíz blanco en función de las concentraciones de 
fumonisinas presentes en el grano en un trabajo previo realizado por Butrón et al. (2006) bajo 
condiciones de infección natural. De este modo, los híbridos utilizados en la presente 
evaluación fueron: EP10 x EC22 y EP65 x EP10, seleccionados por presentar menor 
concentración de fumonisinas, y EP71 x EC22 y EP65 x EP71, seleccionados por presentar 
mayor concentración de fumonisinas (Butrón et al., 2006) (Tabla 5.3.1). 
Tabla 5.3.1. Concentración de fumonisinas (B1+B2) determinada en los cuatro híbridos por Butrón et al. (2006) 
bajo condiciones de infección natural. Las medias de las concentraciones seguidas de la misma letra no difieren 
significativamente entre sí (p≤0,05). 
Híbrido Fumonisinas (µg/g) 
EP71 x EC22 4,030 a 
EP65 x EP71 3,600 ab 
EP65 x EP10 2,310 bc 
EP10 x EC22 0,990 c 
Estos cuatro híbridos se evaluaron en campo durante dos años, 2008 y 2009, en la Misión 
Biológica de Galicia (CSIC), en Pontevedra. Cada año se dispusieron tres ensayos en función 
del tratamiento a aplicar, y los tratamientos aplicados en cada ensayo fueron los siguientes: 
· Ensayo 1: inoculación con F. verticillioides en el canal de las sedas. 
· Ensayo 2: inoculación con F. verticillioides en los granos. 
· Ensayo 3: controles: 
- Inoculación con agua destilada estéril en el canal de las sedas. 
- Inoculación con agua destilada estéril en los granos. 
- Infección natural. 
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En los ensayos 1 y 2 se siguió un diseño de bloques completos al azar con tres repeticiones. 
En el ensayo 3, los híbridos se dispusieron en parcelas divididas con tres repeticiones. Las 
parcelas principales fueron distribuidas aleatoriamente siguiendo un diseño de bloques 
completos al azar y consistieron en los cuatro genotipos. Cada una de ellas se dividió en tres 
subparcelas donde, respectivamente, se aplicaron los tres tipos de tratamientos control. Los 
tres ensayos se sembraron en la misma fecha, finales de mayo o principio de junio según el 
año. Cada parcela de los ensayos 1 y 2 y cada subparcela del ensayo3, constó de un solo surco 
con 13 plantas separadas 0,21 m entre sí y a una distancia de 0,80 m del surco siguiente, 
obteniendo una densidad final de 60.000 plantas por hectárea. Se sembraron dos semillas por 
golpe para asegurar la germinación de 13 plantas por surco, y posteriormente se realizó el 
aclareo de las plántulas para eliminar las sobrantes.  
Preparación del inóculo de F. verticillioides 
El inóculo se preparó a partir de un aislado local de F. verticillioides, descrito en el apartado 
5.2. Para la preparación se siguió el protocolo establecido por Reid et al. (1996) empleando 
una forma modificada del medio líquido de Bilay (ver Anexo), un medio pobre en azúcares 
que favorece la formación de esporas. El medio se dispensó en botellas y se autoclavó. El 
aislado de F. verticillioides se hizo crecer en placas Petri sobre medio PDA (Patata-Dextrosa-
Agar) a 25 ºC, y entre 6-10 fragmentos de 1 cm2 del cultivo en PDA con micelio se añadieron 
al medio líquido esterilizado en cada botella (aproximadamente 600 ml). El cultivo en medio 
líquido se mantuvo en crecimiento en condiciones de luz natural suplementada con luz 
artificial continua, a temperatura ambiente (alrededor de 25 ºC) y sometido a periodos de 
agitación (60-80 rpm) de 1 h cada 4 h de reposo, para evitar el crecimiento excesivo del 
micelio y la formación de agregados. Al cabo de unos 5-7 días, el medio se filtró a través de 
gasas para eliminar el micelio y los restos de agar y se realizó el recuento de esporas. La 
concentración de esporas deseada se obtuvo diluyendo con agua destilada estéril. En 2008 se 
utilizó una concentración de inóculo de 2,5·105 esporas/ml, concentración testada en estudios 
previos de evaluación de genotipos (Reid et al., 1996), que, sin embargo, en nuestras 
condiciones no fue suficiente para obtener las diferencias esperadas entre la infección natural 
y artificial en estos híbridos, por lo que en 2009 la concentración del inóculo se aumentó a 106 
esporas/ml (Presello et al., 2008). 
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Métodos de inoculación en mazorcas 
La inoculación de las plantas con F. verticillioides se realizó entre 7 y 14 días después de la 
fecha de floración femenina de cada genotipo. En el ensayo 1, el inóculo de F. verticillioides 
se inyectó en el canal de las sedas de la mazorca, empleando una jeringa y una aguja 
hipodérmica para la inyección (Figura 5.3.1A). En el ensayo 2, la inyección se realizó en un 
lateral de la mazorca, en la mitad inferior, atravesando las brácteas y pinchado directamente 
sobre los granos. En este caso se empleó una jeringa conectada a un inyector especial, 
formado por cuatro agujas con orificios laterales para evitar el taponamiento de las agujas por 
el tejido vegetal en las sucesivas punciones (Figura 5.3.1B). El punto de inoculación 
comprende tres o cuatro granos. En ambos casos se inyectó un volumen de 2 ml de la 
suspensión de esporas, en 10 plantas de cada parcela en 2008 y 6 plantas en 2009, evitando en 
la medida de lo posible la primera y la última planta de cada surco.  
El ensayo 3 se dispuso como control de las inoculaciones y de la infección natural. En dos de 
las subparcelas de cada parcela principal se inyectaron 2 ml de agua destilada estéril, bien en 
el canal de las sedas o bien en los granos, respectivamente, con la misma técnica utilizada en 
los ensayos 1 y 2. En la tercera subparcela la infección de las mazorcas sucedió de forma 
natural. 
Figura 5.3.1. A: inoculación en el canal de las sedas. B: inoculación en granos e inyector especial con cuatro 
agujas (Reid et al et al., 1996). 
A    B   
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Recolección de las muestras y toma de datos 
Los tres ensayos se recogieron simultáneamente en cada uno de los años, entremediados de 
noviembre y primeros de diciembre. En el momento de cosecha se recogieron las mazorcas 
inoculadas de cada ensayo, hasta un máximo de 10 en cada parcela (ensayos 1 y 2) o 
subparcela (ensayo 3). Se valoró el grado de cobertura de las brácteas y el nivel visual de 
infección de los granos por F. verticillioides, tal como se describe en el capítulo 4. Se 
evaluaron visualmente los daños producidos por el taladro (S. nonagrioides y O. nubilalis) en 
los granos, en el raquis y en el pedúnculo de la mazorca, valorándolos por separado en una 
escala de 1 (completamente dañado) a 9 (sin daño), y se midió la longitud de las galerías 
excavadas por las larvas en el tallo de las plantas tratadas. Por último, se midió el porcentaje 
de humedad de los granos con un medidor de humedad. Las mazorcas cosechadas se 
sometieron a secado forzado a 35 ºC durante una semana. Tras el secado se llevó a cabo el 
recuento de los granos atacados por polilla (S. cerealella) y posteriormente se realizó el 
desgrane a mano de las mazorcas. Los granos se almacenaron a 4 ºC y a 50% de humedad 
hasta el momento de realizar los análisis. 
Extracción y análisis de fumonisinas y ergosterol 
Se determinó la concentración de fumonisinas y de ergosterol en los granos recolectados en 
cada muestra, es decir, en cada repetición de cada híbrido, tratamiento y año. Se siguieron los 
procedimientos descritos en el capítulo 3 de la presente tesis. 
Análisis estadísticos 
Se realizaron análisis de varianza (ANOVA) combinados e individuales para los distintos 
factores mediante el procedimiento estadístico PROC GLM de SAS, versión 9.2 (SAS, 2008). 
Tratamientos e híbridos fueron considerados factores fijos, mientras que años, repeticiones y 
sus interacciones se consideraron factores aleatorios. La comparación de medias se llevó a 
cabo mediante la prueba de la mínima diferencia significativa protegida de Fisher (MDS) a un 
nivel de probabilidad de 0,05. 
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Se calcularon correlaciones simples entre los caracteres estudiados en los ensayos de 
inoculación con F. verticillioides en sedas y en grano (ensayos 1 y 2), utilizando las medias 
para cada genotipo en cada tratamiento (n=4), y empleando el programa PROC CORR de 
SAS (SAS, 2008). 
5.2.2. Resultados 
Análisis de varianza 
En primer lugar, para valorar el posible efecto de los daños mecánicos producidos en la planta 
por las técnicas de inoculación empleadas, se realizó la comparación de los resultados 
obtenidos tras inocular las mazorcas con agua destilada estéril (en el canal de las sedas o en 
los granos) con los obtenidos en condiciones de infección natural. El análisis de varianza de 
estos tratamientos, en ambos años, no mostró diferencias significativas entre ellos para el 
nivel visual de infección por F. verticillioides, para la concentración de ergosterol ni para las 
concentraciones de FB1, FB2 y FB total. Tampoco las interacciones con tratamiento fueron 
significativas para estos caracteres (Tablas 5.3.2 y 5.3.3). 
Tabla 5.3.2. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de los tratamientos control 
(inoculación con agua destilada en sedas, en grano e infección natural) para el nivel visual de infección de la 
mazorca por F. verticillioides y las concentraciones (µg/g) de ergosterol y fumonisinas presentes en los granos 
en 2008 y 2009. 
Fuente de variación1 gl Nivel visual de infección2 Ergosterol FB1 FB2 FB total 
Año 1 2,16 510,88 0,71 1,97 0,31 
Rep (A) 4 0,09 341,10 0,56 0,07 0,52 
Híbrido 3 0,51 57,14 0,74 0,04 0,74 
A x H 3 0,07 99,77 3,44 0,06 4,37 
Rep x H (A) 12 0,19 * 110,05 2,30 0,05 2,79 
Tratamiento 2 0,18 6,49 3,09 0,35 5,41 
A x Hx T 6 0,12 227,43 2,24 0,09 3,10 
A x T 2 0,43 4,61 10,08 0,44 14,71 
H x T 6 0,11 64,97 0,64 0,08 0,85 
Error 28 0,09 130,79 2,90 0,08 3,47 
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 A: año; H: híbrido; T: tratamiento; Rep: repetición. 
2 Nivel visual de infección por F. verticillioides tomado en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca 
infectados) a 9 (0% de infección visible). 
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Tabla 5.3.3. Medias del nivel visual de infección de la mazorca por F. verticillioides y de las concentraciones 
(µg/g) de ergosterol y fumonisinas en los granos en los tratamientos control (inoculación con agua destilada en 
sedas, en grano e infección natural) en 2008 y 2009. 
Tratamiento Nivel visual de infección1 Ergosterol FB1 FB2 FB total 
Control Natural 8,366 10,788 2,642 0,492 3,135 
Control Sedas 8,252 9,138 2,117 0,302 2,419 
Control Grano 8,389 10,196 2,155 0,242 2,398 
MDS (p≤0,05) - - - - - 
1 Nivel visual de infección por F. verticillioides tomado en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca 
infectados) a 9 (0% de infección visible). 
Dado que el daño mecánico producido por los procedimientos de inoculación no influyó de 
forma significativa en las concentraciones de fumonisinas y ergosterol, ni en el nivel visual de 
infección por F. verticillioides, el siguiente paso fue comparar los efectos de los tratamientos 
de inoculación con F. verticillioides sobre estos caracteres y los observados bajo condiciones 
de infección natural. 
El análisis de varianza combinado de los tratamientos inoculación con F. verticillioides en el 
canal de las sedas, inoculación con F. verticillioides en grano y control bajo infección natural, 
no mostró diferencias significativas entre los tratamientos para el nivel visual de infección por 
F. verticillioides ni para ninguna de las concentraciones de FB1, FB2, FB total y ergosterol 
(Tabla 5.3.4). Fue significativa la interacción tratamiento x año para las concentraciones de 
FB1, FB2 y FB total (Tabla 5.3.4), por lo que el análisis de varianza se realizó de manera 
individual para cada año (Tabla 5.3.5). Las medias de los tratamientos en cada año se 
muestran en la tabla 5.3.6. 
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Tabla 5.3.4. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de los tratamientos inoculación 
con F. verticillioides en el canal de las sedas, inoculación con F. verticillioides en grano y control bajo infección 
natural, para el nivel visual de infección por F. verticillioides1 y las concentraciones (µg/g) de ergosterol y 
fumonisinas en los granos. 
Fuente de variación1 gl Nivel visual de infección2 Ergosterol FB1 FB2 FB total 
Año 1 1,38  14,07  0,86  4,44  1,39  
Tratamiento 2 2,04  181,85  100,22  11,45  179,06  
A x T 2 0,26  232,06  40,48 * 3,36 ** 66,10 ** 
Rep (A x T) 12 0,11  245,90 * 1,64  0,16  2,19  
Híbrido 3 0,07  285,51  1,20  0,21  2,25  
A x H 3 0,24  470,23  0,71  0,03  0,71  
T x H 6 0,46  200,59  0,99  0,12  1,57  
A x T x H 6 0,44 ** 189,06  1,73  0,13  2,49  
Error 35 0,13  117,17  1,75  0,10  2,21  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 A: año; H: híbrido; T: tratamiento; Rep: repetición. 
2 Nivel visual de infección por F. verticillioides tomado en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca 
infectados) a 9 (0% de infección visible). 
 
Tabla 5.3.5. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de los tratamientos inoculación 
con F. verticillioides en el canal de las sedas, inoculación con F. verticillioides en grano y control bajo infección 
natural evaluados en 2008 y 2009, para el nivel visual de infección por F. verticillioides1 y las concentraciones 
(µg/g) de ergosterol y fumonisinas en los granos. 
Año Fuente de variación1 gl Nivel visual de infección2 Ergosterol FB1 FB2 FB total 
2008 Tratamiento 2 1,34 ** 8,33  9,66  1,99 * 20,38 * 
 Rep (T) 6 0,10  282,64  2,46  0,29  3,39  
 Híbrido 3 0,07  463,42 * 1,20  0,17  1,73  
 T x H 6 0,09  99,08  1,85  0,20  2,94  
 Error 18 0,08  130,13  1,21  0,15  1,70  
             
2009 Tratamiento 2 1,01 * 405,32  130,35 ** 12,68 ** 223,32 ** 
 Rep (T) 6 0,11  209,17  0,81  0,03  1,00  
 Híbrido 3 0,24  300,34  0,72  0,07  1,23  
 T x H 6 0,81 ** 292,33 * 0,87  0,05  1,11  
 Error 17 0,18  103,45  2,31  0,04  2,76  
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01, respectivamente. 
1 A: año; H: híbrido; T: tratamiento; Rep: repetición. 
2 Nivel visual de infección por F. verticillioides tomado en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca 
infectados) a 9 (0% de infección visible). 
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Tabla 5.3.6. Medias del nivel visual de infección de la mazorca por F. verticillioides y de las concentraciones 
(µg/g) de fumonisinas y ergosterol en los granos, en los tratamientos inoculación con F. verticillioides en el 
canal de las sedas, en los granos y control de infección natural, en cada año de evaluación1. 
Año Tratamiento Nivel visual de infección2 Ergosterol FB1 FB2 FB total 
2008 Grano 8,20 a 13,30 5,01 1,64 a 6,65 a 
 Sedas 7,83 b 12,59 4,52 1,34 ab 5,86 ab 
 Control Natural 8,50 a 14,25 3,27 0,83 b 4,10 b 
 MDS 0,32 - - 0,53 1,84 
       
2009 Grano 7,70 b 18,79 8,25 a 1,97 a 10,22 a 
 Sedas 7,80 b 12,13 3,20 b 0,18 b 3,38 b 
 Control Natural 8,23 a 7,32 2,01 c 0,15 b 2,17 c 
 
MDS 0,34 - 0,91 0,17 1,01 
1 Medias en la misma columna seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (p≤0,05). 
2Nivel visual de infección por F. verticillioides tomado en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca 
infectados) a 9 (0% de infección visible). 
 
En el año 2008, la inoculación de F. verticillioides en el canal de las sedas manifestó un nivel 
visual de infección de los granos ligera pero significativamente mayor que en los otros dos 
tratamientos (7,8 frente a 8,2 y 8,5) (Tabla 5.3.6). No hubo diferencias significativas entre los 
tres tratamientos con respecto a las concentraciones de FB1 y ergosterol. En cambio, las 
concentraciones de FB2 y FB total fueron significativamente mayores en el tratamiento de 
inoculación con F. verticillioides en los granos que bajo condiciones de infección natural (6,6 
µg/g y 4,1 µg/g de FB total, respectivamente) (Tablas5.3.5 y 5.3.6). 
En el año 2009, la infección visual en el tratamiento de inoculación en el canal de las sedas se 
mantuvo en los mismos niveles que en 2008, mientras que en el tratamiento de inoculación en 
los granos tendió a aumentar no existiendo en este caso diferencias significativas entre ambos 
tratamientos. El nivel visual de infección en el tratamiento control natural fue de nuevo 
significativamente menor que en los tratamientos de inoculación (8,23 frente a 7,8 y 7,7 
respectivamente) (Tabla 5.3.6). Los tres tratamientos mostraron concentraciones 
significativamente diferentes de fumonisinas (Tabla 5.3.5), siendo mayores en el tratamiento 
de inoculación en grano (10,2 µg/g de FB total), seguido del tratamiento de inoculación en 
sedas (3,4 µg/g), y menores en el tratamiento control bajo infección natural (2,17 µg/g) (Tabla 
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5.3.6). Sin embargo, los tratamientos no difirieron significativamente para la concentración de 
ergosterol, aunque mostraron la misma tendencia que para la concentración de fumonisinas 
(Tabla 5.3.6).  
En cuanto al comportamiento de los híbridos dentro de cada tratamiento (Tabla 5.3.7), en el 
tratamiento control bajo infección natural no hubo diferencias significativas entre los híbridos 
para ninguno de los caracteres estudiados (Tabla 5.3.7). En el tratamiento de inoculación con 
F. verticillioides en el canal de las sedas el híbrido EP10 x EC22 mostró las concentraciones 
significativamente más bajas de FB1 y FB total (4,1 µg/g) (Tabla 5.3.8). En ninguno de los 
restantes caracteres las diferencias entre los híbridos fueron significativas (Tabla 5.3.7). 
En el tratamiento de inoculación con F. verticillioides en los granos, no se encontraron 
diferencias significativas entre los híbridos para las concentraciones de fumonisinas ni para la 
cobertura de brácteas (Tabla 5.3.7), aunque se observó la misma tendencia que en el 
tratamiento anterior, siendo el híbrido EP10 x EC22 el que mostró la menor concentración de 
fumonisinas totales y la mayor cobertura de brácteas (Tabla 5.3.8). Esta tendencia también se 
puede observar en el tratamiento control natural. Bajo inoculación en grano, los granos de los 
híbridos EP10 x EC22 y EP71 x EC22 fueron los menos dañados por taladro (8,42 y 8,43 
respectivamente), mientras que los de EP65 x EP10 y EP65 x EP71 sufrieron daños 
significativamente mayores (7,65 y 7,84 respectivamente). El resto de caracteres no mostraron 
diferencias significativas entre los híbridos (Tabla 5.3.7). 
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 Tabla 5.3.7. Cuadrados medios y grados de libertad (gl) del análisis de varianza de cuatro híbridos de maíz blanco evaluados bajo tres tratamientos (inoculación con F. 
verticillioides en el canal de las sedas, inoculación con F. verticillioides en grano y control bajo infección natural), en 2008 y 20091. 
Tratamiento Fuente de variación gl 
Nivel 
visual de 
infección 
Ergosterol FB1 FB2 FB total 
Cobertura 
brácteas 
Humedad 
granos 
Daños de taladro en mazorca Daño de 
taladro en 
tallo 
Daño 
polilla Grano Raquis Pedúnculo 
Sedas Año 1 0,03  8,76  9,65  7,43 * 34,02  3,47  21,54  1,64  10,98 36,50 * 2046,11 342,16 
 Rep (Año) 4 0,21  175,17  0,14  0,10  0,41  0,53  3,93  0,05  2,94 3,40  405,70 22,92 
 Año x Híbrido 3 0,11  48,37  0,04  0,06  0,03  0,70  8,92 * 0,02  2,80 0,80  25,76 2,97 
 Híbrido 3 0,24  268,70  0,69 * 0,07  1,11 ** 4,08  9,00  0,04  5,89 3,35  181,87 6,99 
 Error 112 0,22  100,29  0,96  0,07  1,04  0,35  1,84  0,19  1,82 1,04  160,75 23,38 
                        
Grano Año 1 1,50  181,23  63,03  0,65  76,52  0,67  1,76  5,25  0,03 64,07  3453,60 770,29 
 Rep (Año) 4 0,04  185,59  1,49  0,18  2,56  0,08  0,92  0,10  1,53 0,62  117,53 7,01 
 Año x Híbrido 3 0,88 ** 590,06 * 2,14  0,13  2,96  0,67 ** 7,13  0,09  0,71 6,30  384,56 21,70 
 Híbrido 3 0,50  402,67  1,26  0,30  2,77  1,50  6,09  0,96 * 3,80 9,67  228,94 34,45 
 Error 12 0,09  117,98  1,82  0,11  2,65  0,08  4,30  0,31  1,06 2,18  164,40 46,65 
                        
Control 
natural 
Año 1 0,42  287,94  9,47  2,79 * 22,55  0,03  6,19  4,16 * 1,08 14,17  2726,40 457,19 
Rep (Año) 42 0,07  376,95  3,28  0,19  3,62  0,06  0,79  0,06  1,20 1,16  385,66 27,29 
 Híbrido 3 0,26  11,13  1,22  0,08  1,51  0,03  4,02  0,12  1,06 6,33  683,21 60,86 
 Año x Híbrido 3 0,16  207,76  2,08  0,09  2,77  0,03  2,90  0,23 * 0,58 0,96  125,21 33,31 
 Error 122 0,08  131,85  2,39  0,11  2,85  0,06  3,01  0,06  0,96 4,12  279,31 25,51 
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 Concentraciones de ergosterol y fumonisinas expresadas en µg/g; nivel visual de infección por F. verticillioides y daños de taladro en mazorca dados en una escala de 1 
(100% de los granos de la mazorca afectados) a 9 (sin daños); cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas 
apretadas); daño de taladro en tallo evaluado como longitud en cm de las galerías excavadas; humedad de los granos expresada en porcentaje; daño de polilla valorado 
como el número de granos por mazorca atacados por polilla. 
2 En el tratamiento inoculación en sedas, los grados de libertad del error para la longitud de galerías son 12. En el tratamiento control bajo infección natural, los grados 
de libertad de la fuente de variación Rep (Año) y del error para la cobertura de brácteas son 3 y 9 respectivamente, y los grados de libertad del error para el porcentaje de 
humedad son 10. 
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 Tabla 5.3.8. Medias de los caracteres en cuatro híbridos de maíz blanco evaluados bajo tres tratamientos (inoculación con F. verticillioides en el canal de las sedas, 
inoculación con F. verticillioides en grano y control bajo infección natural) en 2008 y 20091,2. 
Tratamiento Híbrido 
Nivel 
visual de 
infección 
Ergosterol FB1 FB2 FB total 
Cobertura 
brácteas 
Humedad de 
los granos 
Daños de taladro en mazorca Daño de 
taladro en 
tallo 
Daño de 
polilla Grano Raquis Pedúnculo 
Sedas EP10 x EC22 7,55 18,92 3,41 b 0,69 4,10 c 2,83 21,48 7,99 8,69 7,16 37,33 4,04 
 EP65 x EP10 7,98 7,31 4,10 a 0,77 4,87 ab 1,33 23,02 7,88 6,98 5,97 34,13 5,72 
 EP65 x EP71 7,94 16,98 4,14 a 0,92 5,06 a 1,00 21,20 8,04 6,46 5,43 46,57 6,62 
 EP71 x EC22 7,79 5,07 3,90 a 0,76 4,65 b 1,40 20,02 8,15 7,86 5,99 36,17 3,88 
 MDS - - 0,37 - 0,30 - - - - - - - 
              
Grano EP10 x EC22 8,20 14,89 6,24 1,57 7,81 2,00 20,68 8,42 a 8,57 7,69 31,35 6,13 
 EP65 x EP10 7,54 26,13 6,25 1,67 7,92 1,00 22,17 7,65 b 7,36 6,50 38,30 10,82 
 EP65 x EP71 7,95 16,99 7,14 2,06 9,20 1,00 20,10 7,84 b 6,88 4,65 45,60 9,10 
 EP71 x EC22 8,10 6,17 6,91 1,91 8,81 1,00 19,97 8,43 a 8,32 6,70 34,27 11,51 
 MDS - - - - - - - 0,56 - - - - 
              
Control 
Natural 
EP10 x EC22 8,13 12,52 2,45 0,37 2,81 1,20 21,02 8,32 8,20 7,43 47,23 1,81 
EP65 x EP10 8,60 11,14 3,31 0,58 3,88 1,00 21,68 8,35 8,27 7,08 27,40 5,23 
 EP65 x EP71 8,46 10,11 2,51 0,42 2,93 1,00 20,58 8,21 7,48 5,12 51,17 9,08 
 EP71 x EC22 8,27 9,38 2,31 0,60 2,91 1,00 19,62 8,55 8,43 6,25 46,70 7,67 
 MDS - - - - - - - - - - - - 1 Medias en la misma columna dentro de cada tratamiento seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre sí (P≤0,05).  
2 Concentraciones de ergosterol y fumonisinas expresadas en µg/g; nivel visual de infección por F. verticillioides y daños de taladro en mazorca dados en una escala de 1 
(100% de los granos de la mazorca afectados) a 9 (sin daños); cobertura de brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas 
apretadas); daño de taladro en tallo evaluado como longitud en cm de las galerías excavadas; humedad de los granos expresada en porcentaje; daño de polilla valorado 
como el número de granos por mazorca atacados por polilla. 
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En este tratamiento de inoculación con F. verticillioides en los granos, la interacción año x 
híbrido fue significativa para el nivel visual de infección, la concentración de ergosterol y la 
cobertura de brácteas (Tabla 5.3.7), por lo que se llevó a cabo el análisis de varianza para 
estas variables en cada año (Tabla 5.3.9). En 2009, el híbrido EP65 x EP10 mostró el mayor 
nivel visual de infección y una de las más altas concentraciones de ergosterol, mientras que en 
2008 no hubo diferencias significativas entre los híbridos (Tabla 5.3.9). La cobertura de 
brácteas fue de nuevo mayor en EP10 x EC22 en ambos años, aunque las diferencias entre los 
híbridos no fueron significativas en 2009 (Tabla 5.3.9). 
Tabla 5.3.9. Medias del nivel visual de infección, de la concentración de ergosterol (µg/g), y de la cobertura de 
brácteas presentadas en los cuatro híbridos en el tratamiento inoculación con F. verticillioides en grano, en cada 
año de evaluación1, 2. 
Tratamiento Año Híbrido Infección visual Ergosterol Cobertura de brácteas 
Grano 2008 EP10 x EC22 8,33 25,70 2,67 a 
  EP65 x EP10 8,36 14,17 1,00 b 
  EP65 x EP71 7,91 9,16 1,00 b 
  EP71 x EC22 8,20 4,15 1,00 b 
  MDS - - 0,58 
      
 2009 EP10 x EC22 8,07 a 4,07 b 1,33 
  EP65 x EP10 6,73 b 38,08 a 1,00 
  EP65 x EP71 8,00 a 24,82 ab 1,00 
  EP71 x EC22 8,00 a 8,20 b 1,00 
  MDS 0,73 23,05 - 
1 Medias en la misma columna dentro de cada año seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre 
sí (P≤0,05).  
2 Concentración de ergosterol expresada en µg/g; nivel visual de infección por F. verticillioides en mazorca 
dados en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca afectados) a 9 (sin daños); cobertura de brácteas 
evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas apretadas). 
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Correlaciones simples entre los caracteres en cada tratamiento 
En el tratamiento de inoculación con F. verticillioides en el canal de las sedas, las 
concentraciones de FB1 y FB total en los cuatro híbridos presentaron correlaciones altas y 
significativas (p≤0,05) con el nivel visual de infección de los granos (r=0,98 y r=0,96), la 
cobertura de brácteas (r= -0,98 y r= -0,97 respectivamente) y el daño producido por taladro en 
el raquis (r= -0,95 y r= -0,97) y en el pedúnculo de la mazorca (r= -0,96 y r= -0,98). La 
concentración de FB2 no mostró correlaciones significativas con ninguno de los caracteres 
evaluados en estos híbridos en este trabajo, al igual que la concentración de ergosterol y el 
nivel visual de infección (Tabla 5.3.10). En el tratamiento de inoculación con F. 
verticillioides en el grano, ninguno de los caracteres evaluados mostraron correlaciones 
significativas con las concentraciones de ergosterol ni fumonisinas, ni con el nivel visual de 
infección (Tabla 5.3.11). En el tratamiento control bajo infección natural la concentración de 
FB total solamente mostró un coeficiente de correlación significativo con el daño de taladro 
en tallo (r= -0,96) (Tabla 5.3.12). 
Tabla 5.3.10. Coeficientes de correlación simple de las concentraciones (µg/g) de fumonisinas y ergosterol en los 
granos y del nivel visual de infección de la mazorca por F. verticillioides en el tratamiento de inoculación con F. 
verticillioides en el canal de las sedas. 
Sedas FB1 FB2 FB total Ergosterol Nivel visual de infección 
FB2 0.79     
FB total 0.99* 0.87    
Ergosterol -0.44 0.14 -0.32   
Nivel visual de infección 0.98* 0.71 0.96* -0.45  
Cobertura de brácteas -0.98* -0.80 -0.97* 0.49 -0.93 
Daños de taladro      
Grano -0.09 0.11 -0.04 -0.13 -0.25 
Zuro -0.95* -0.90 -0.98* 0.15 -0.94 
Pedúnculo -0.96* -0.88 -0.98* 0.35 -0.90 
Tallo 0.30 0.83 0.44 0.60 0.20 
Daño de polilla 0.76 0.86 0.81 0.21 0.78 
Humedad granos 0.19 -0.04 0.15 0.06 0.36 
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 Concentraciones de ergosterol y fumonisinas expresadas en µg/g; nivel visual de infección por F. verticillioides y daños de 
taladro en mazorca dados en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca afectados) a 9 (sin daños); cobertura de 
brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas apretadas); daño de taladro en 
tallo evaluado como longitud en cm de las galerías excavadas; humedad de los granos expresada en porcentaje; daño de 
polilla valorado como el número de granos por mazorca atacados por polilla. 
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Tabla 5.3.11. Coeficientes de correlación simple de las concentraciones (µg/g) de fumonisinas y ergosterol en los 
granos y del nivel visual de infección de la mazorca por F. verticillioides en el tratamiento de inoculación con F. 
verticillioides en los granos. 
Grano FB1 FB2 FB total Ergosterol Nivel visual de infección 
FB2 0.98*     
FB total 1.00** 0.99**    
Ergosterol -0.50 -0.34 -0.45   
Nivel visual de infección 0.25 0.07 0.19 -0.83  
Cobertura de brácteas -0.57 -0.69 -0.61 -0.09 0.58 
Daños de taladro      
Grano 0.01 -0.17 -0.05 -0.86 0.90 
Zuro -0.42 -0.57 -0.47 -0.58 0.65 
Pedúnculo -0.77 -0.86 -0.81 -0.16 0.29 
Tallo 0.63 0.74 0.67 0.36 -0.43 
Daño de polilla 0.35 0.44 0.38 -0.05 -0.52 
Humedad granos -0.76 -0.63 -0.72 0.87 -0.82 
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1 Concentraciones de ergosterol y fumonisinas expresadas en µg/g; nivel visual de infección por F. verticillioides y daños de 
taladro en mazorca dados en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca afectados) a 9 (sin daños); cobertura de 
brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas apretadas); daño de taladro en 
tallo evaluado como longitud en cm de las galerías excavadas; humedad de los granos expresada en porcentaje; daño de 
polilla valorado como el número de granos por mazorca atacados por polilla. 
 
Tabla 5.3.12. Coeficientes de correlación simple de las concentraciones (µg/g) de fumonisinas y ergosterol en los 
granos y del nivel visual de infección de la mazorca por F. verticillioides en el tratamiento control bajo infección 
natural. 
Control Natural FB1 FB2 FB total Ergosterol Nivel visual de infección 
FB2 0.33     
FB total 0.98* 0.53    
Ergosterol 0.25 -0.63 0.08   
Nivel visual de infección 0.79 0.44 0.81 -0.29  
Cobertura de brácteas -0.29 -0.73 -0.43 0.85 -0.75 
Daños de taladro      
Grano -0.23 0.73 -0.04 -0.43 -0.29 
Zuro 0.11 0.56 0.22 0.11 -0.30 
Pedúnculo 0.34 0.00 0.30 0.74 -0.30 
Tallo -0.94 -0.54 -0.97* -0.20 -0.64 
Daño de polilla -0.15 0.40 -0.05 -0.92 0.47 
Humedad granos 0.83 -0.23 0.69 0.71 0.47 
*, ** Significativo a un nivel de probabilidad de 0,05 y 0,01 respectivamente. 
1Concentraciones de ergosterol y fumonisinas expresadas en µg/g; nivel visual de infección por F. verticillioides y daños de 
taladro en mazorca dados en una escala de 1 (100% de los granos de la mazorca afectados) a 9 (sin daños); cobertura de 
brácteas evaluada con una escala visual de 1 (brácteas laxas y granos visibles) a 5 (brácteas apretadas); daño de taladro en 
tallo evaluado como longitud en cm de las galerías excavadas; humedad de los granos expresada en porcentaje; daño de 
polilla valorado como el número de granos por mazorca atacados por polilla. 
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5.3.3. Discusión 
En el primer estudio realizado por Butrón et al. (2006) de la contaminación con fumonisinas 
en granos de maíz blanco se encontró un híbrido, EP10 x EC22, que presentaba una menor 
concentración de fumonisinas bajo condiciones naturales de infección con F. verticillioides, 
mostrando, además, niveles de contaminación inferiores a 1 µg/g. Dicho trabajo se realizó en 
dos localidades de la provincia de Pontevedra durante un solo año. Para confirmar estos 
resultados y este híbrido como una posible fuente de resistencia a la acumulación de 
fumonisinas, la evaluación se repitió inoculando las mazorcas con una concentración 
conocida de esporas de F. verticillioides, en una de las dos localidades del estudio anterior y 
en dos años. Los resultados de esta evaluación confirmaron la menor contaminación con 
fumonisinas de los granos del híbrido EP10 x EC22, principalmente cuando la inoculación del 
moho se realizó a través del canal de las sedas. 
A este respecto, en el trabajo previo de Butrón et al. (2006) se relacionó este menor contenido 
en micotoxinas con la mayor cobertura de brácteas de EP10 x EC22. En la presente 
evaluación, la cobertura de brácteas de los híbridos en el momento de la cosecha fue en 
general baja, pero tendió siempre a ser mayor en el híbrido EP10 x EC22 con independencia 
del tratamiento. De hecho, al igual que sucedió en el trabajo de evaluación previo, se 
comprobó la existencia de una alta relación inversa entre la cobertura de brácteas de los cuatro 
híbridos y su contenido en fumonisinas cuando se inoculó artificialmente el moho a través del 
canal de las sedas, indicando la posible existencia de factores de resistencia relacionados con 
el proceso de dispersión de las esporas o del micelio de F. verticillioides hasta los granos. Las 
sedas son la principal vía de entrada de F. verticillioides a la mazorca y, al contrario que otros 
mohos más agresivos como F. graminearum, no penetra en el interior de las sedas sino que 
las esporas deben desplazarse entre ellas para alcanzar los granos, posiblemente ayudadas por 
el agua libre existente entre las sedas y bajo las brácteas (Munkvold et al., 1997; Duncan y 
Howard, 2010). Es posible que características como el grado de empaquetamiento de las 
brácteas ralenticen este desplazamiento, o bien, una vez introducido el inóculo en el canal de 
las sedas, la mayor longitud de éste pueda hacer que el moho llegue más tarde a la superficie 
del grano y el canal estilar, un importante punto de entrada en el grano, ofrezca menor 
superficie de entrada (Duncan y Howard, 2010). Estas características también pueden 
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repercutir en la entrada y el movimiento de insectos en el interior de la mazorca, que actuarían 
como vectores del moho entre las sedas inoculadas y los granos. Los insectos, además, 
pueden causar importantes daños al pericarpio del grano facilitando, aún más, la entrada del 
moho en el interior del grano (Sobek y Munkvold, 1999; Butrón et al., 2001; Parsons y 
Munkvold, 2010a, b). 
Otra vía de entrada en el grano podría ser a través del pedicelo y las células placentarias que 
permiten el paso de asimilados al grano en desarrollo hasta alcanzar la madurez fisiológica 
(Zummo y Scott, 1990; Bacon et al., 1992); hasta ese momento estas células permiten una 
conexión directa con el resto de la planta a través del raquis y el pedúnculo. Observamos que 
los daños producidos por el taladro en el raquis y en el pedúnculo mostraron una alta 
correlación con la concentración de fumonisinas en el tratamiento de inoculación en sedas. 
Las larvas de S. nonagrioides llegan a la mazorca a través del pedúnculo, por lo que estos 
resultados sugieren la colaboración de estos insectos en la dispersión del moho hasta los 
granos a través del raquis de la mazorca. La dispersión de moho a través del raquis y la 
posterior infección de los granos se ha observado anteriormente en F. graminearum (Miller et 
al., 2007).Esta relación entre daños de taladro y fumonisinas no se observó en condiciones 
naturales de infección, quizá porque la cantidad y/o la dispersión de inóculo presente en la 
mazorca no eran suficientes en dichas condiciones para llegar a entrar en contacto con las 
larvas. 
La inoculación de F. verticillioides directamente en los granos provocó las mayores 
concentraciones de fumonisinas. Esta técnica de inoculación es una técnica invasiva que 
provoca daños en los granos al inyectar el inóculo directamente en ellos. De este modo, la 
entrada del moho al grano es directa y se evitan las posibles barreras ajenas al grano, como las 
presentes en las sedas o las brácteas. Según varios autores, esta técnica suele ser la más 
efectiva a la hora de asegurar la infección y una suficiente concentración de micotoxinas para 
establecer diferencias entre genotipos (Schaafsma et al., 1993; Clements et al., 2003; 
Schaafsma et al., 2006; Eller et al., 2008). Con esta técnica se obtuvo la mayor concentración 
de fumonisinas en los granos en ambos años, diferenciada de la obtenida bajo condiciones 
naturales de infección. Sin embargo, el nivel visual de infección sólo fue mayor que en 
condiciones naturales en 2009, cuando la concentración del inóculo se incrementó. Al 
contrario que lo esperado, se obtuvieron resultados más constantes de infección visual al 
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realizar la inoculación en el canal de las sedas, similares o mayores que los obtenidos al 
inocular en grano. 
A pesar de los buenos resultados en el nivel de contaminación con fumonisinas obtenidos tras 
la inoculación en los granos, no se establecieron diferencias significativas entre los híbridos, 
aunque sí existieron diferencias en el desarrollo del moho. Esto sugiere que entre estos cuatro 
híbridos de maíz blanco existe un nivel similar de susceptibilidad a la producción de 
fumonisinas una vez que el moho accede a los granos. Este resultado y la no correlación entre 
el contenido en fumonisinas y la cobertura de brácteas en este tratamiento recalcan la 
importancia de esta barrera en la llegada del moho a los granos en los cuatro híbridos 
evaluados. Bajo este tipo de inoculación, que permite que el moho penetre con facilidad en el 
grano a través de los daños hechos en el pericarpio, tampoco se observa ningún tipo de 
correlación entre daños de insectos y acumulación de fumonisinas porque el posible efecto 
beneficioso de la mayor resistencia de algunos genotipos al daño producido por el taladro se 
ve anulado por el daño mecánico que conlleva la técnica de inoculación. 
El método y el lugar de introducción del inóculo son relevantes para tener en cuenta todas las 
posibles fuentes de resistencia. No todos los genotipos responden de la misma manera ante los 
diferentes métodos de inoculación (Löffler et al., 2010). Las brácteas son un factor de 
protección interesante, pero ante ciertos daños de plagas o pájaros que pueden darse en el 
campo esta barrera perdería efectividad, siendo entonces cruciales los factores de resistencia 
propios del grano, por lo que es importante valorar todos estos aspectos a la hora de buscar 
material vegetal resistente a la contaminación con fumonisinas. El empleo de ambos métodos 
de inoculación, en el canal de las sedas y en los granos, es una forma de abarcar un abanico 
más amplio de características de las plantas y una herramienta útil para la búsqueda de 
factores de resistencia. 
El trabajo de Butrón et al. (2006) fue la primera evaluación de la contaminación con 
fumonisinas y especies fúngicas productoras de germoplasma adaptado a las condiciones 
ambientales de la zona húmeda peninsular, donde las condiciones para el desarrollo fúngico 
son excelentes, mientras que el presente estudio es la primera evaluación realizada mediante 
inoculación artificial con F. verticillioides en esas mismas condiciones. Ambos trabajos 
tienen el interés de utilizar maíz blanco, el preferido para la alimentación humana por su color 
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y sus características organolépticas. Este tipo de maíz es de gran importancia tradicional en 
Galicia y el norte de Portugal, donde su harina se emplea para la elaboración de panes y 
productos típicos, siendo de consumo habitual (Landa et al., 2006; Lino et al., 2007; Revilla 
et al., 2008). Los híbridos elegidos para este trabajo provienen de líneas puras obtenidas a 
partir de poblaciones de estas dos regiones, con excepción de la línea EP10 de origen 
norteamericano (Malvar et al., 2008). Esta línea es uno de los padres del híbrido con menor 
contaminación con fumonisinas, EP10 x EC22, y es además la única de tipo dentado, mientras 
que las otras líneas padres son de tipo liso. Recientemente, Löffler et al. (2010) describieron 
la mayor susceptibilidad del maíz liso europeo al desarrollo de F. verticillioides y a la 
contaminación con fumonisinas frente al maíz dentado tras inoculación artificial en el canal 
de las sedas. Esto hace pensar en el material dentado, como la línea EP10, como un posible 
proveedor de fuentes de resistencia. Se puede añadir también que en la evaluación 
agronómica de híbridos de maíz blanco llevada a cabo por Malvar et al. (2008) los híbridos en 
los que participó la línea EC22 mostraron buenos resultados de rendimiento, por lo que el 
híbrido EP10 x EC22 puede resultar interesante tanto a nivel de resistencia a la contaminación 
con fumonisinas como a nivel agronómico. 
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En respuesta a los objetivos planteados y en base a los resultados obtenidos en los diferentes 
apartados de este trabajo se pueden establecer las siguientes conclusiones: 
1) Influencia de los factores ambientales y genotípicos en la infección por Fusarium 
verticillioides y la contaminación con fumonisinas de los granos de maíz en cosecha: 
1.1) Las concentraciones de fumonisinas en cosecha estuvieron especialmente 
influenciadas por las condiciones ambientales en dos periodos críticos: la floración 
y el secado del grano. En el primero, alrededor de la floración femenina, 
precipitaciones intensas y mayor humedad limitaron la infección por F. 
verticillioides, temperaturas bajas limitaron el desarrollo del moho y temperaturas 
elevadas favorecieron la acumulación de fumonisinas en los granos. En el 
segundo, durante el periodo de secado de los granos, un mayor porcentaje de 
granos dañados favoreció el crecimiento fúngico, mientras que los daños de 
taladro en la mazorca y los días con precipitaciones intensas incrementaron la 
concentración de fumonisinas en los granos. 
1.2) Las siembras tardías y las cosechas tempranas fueron menos favorables para la 
infección, desarrollo fúngico y acumulación de fumonisinas en el grano, 
posiblemente debido a una mayor cobertura de brácteas, menores ataques de 
polilla y taladro y/o menores precipitaciones acumuladas durante el periodo de 
secado. 
1.3) De forma general, se recomienda la planificación de siembras tardías y cosechas 
tempranas para reducir la infección y desarrollo de F. verticillioides y la 
acumulación de fumonisinas en los granos de maíz. Se aconseja prestar especial 
atención a la época de floración del maíz, sobre todo si en ésta el tiempo es seco y 
caluroso, y realizar la recolección antes de que se produzcan precipitaciones 
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intensas. Asimismo, el uso de variedades con cierta resistencia a la polilla, al 
taladro y con una buena cobertura de brácteas reducirá el riesgo de contaminación 
con fumonisinas. 
2) Presencia de especies de Fusarium en el grano de maíz: 
2.1) Fusarium verticillioides fue la especie predominante en los granos de maíz en 
campo en todos los ambientes estudiados de la provincia de Pontevedra. La 
concentración de fumonisinas en los granos en el momento de cosecha mostró una 
alta correlación positiva con el porcentaje de granos infectados por F. 
verticillioides, siendo este factor más relevante en la contaminación final con 
fumonisinas que el grado de desarrollo fúngico medido como contenido en 
ergosterol.  
2.2) La infección de los granos por F. proliferatum fue muy escasa por lo que se puede 
establecer que F. verticillioides es la principal especie productora de fumonisinas 
en Pontevedra. Otras especies micotoxigénicas del género Fusarium, como F. 
subglutinans sensu lato, fueron encontradas en todos los ambientes, por lo que 
existe un riesgo potencial de contaminación con otras micotoxinas. 
3) Factores ambientales que influyen en la evolución de la infección fúngica y la 
acumulación de fumonisinas durante el desarrollo fisiológico y secado en campo de los 
granos de maíz: 
3.1) La tasa de acumulación de fumonisinas durante el desarrollo y secado de los 
granos se vio favorecida por una mayor tasa de crecimiento fúngico y ésta, a su 
vez, por incrementos en el daño de polilla. El incremento de días con temperaturas 
medias entre 10 y 15 ºC provocó también un incremento de la tasa de 
acumulación de fumonisinas en los granos durante el secado, probablemente 
debido a la estimulación de la biosíntesis de fumonisinas bajo temperaturas 
subóptimas para el crecimiento de F. verticillioides y bajas actividades de agua en 
los granos. 
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3.2) La infección natural por F. verticillioides y la contaminación con fumonisinas de 
los granos tuvo lugar al menos desde el estado lechoso, y la tasa de acumulación 
de fumonisinas no varió hasta que los granos alcanzaron la madurez fisiológica. 
Esta tasa se incrementó durante el secado de los granos, comenzando antes en la 
siembra tardía pero alcanzando mayor importancia en la siembra temprana. 
Además del estado de desarrollo del grano, las condiciones ambientales locales 
durante el secado en campo pueden ser decisivas en la acumulación de 
fumonisinas como se ha mencionado anteriormente. 
4) Estudio de la acumulación de fumonisinas en híbridos de maíz blanco tras su inoculación 
con F. verticillioides: 
4.1) Tras inoculación artificial con F. verticillioides, se determinó que el híbrido de 
maíz blanco EP10 x EC22 es parcialmente resistente a la acumulación de 
fumonisinas en los granos, y su resistencia parece provenir de una buena 
cobertura de brácteas que posiblemente reduce el acceso de F. verticillioides a los 
granos, confirmando los resultados obtenidos en estudios previos.  
4.2) La utilización de técnicas de inoculación artificial con F. verticillioides en los 
granos y en el canal de las sedas resulta útil para valorar factores de resistencia 
relacionados con los diferentes puntos de acceso del moho a la mazorca y 
describir de forma más completa la resistencia o susceptibilidad de los genotipos 
de maíz. En nuestras condiciones ambientales se ha comprobado que la 
inoculación artificial en el canal de las sedas reproduce mejor la infección natural 
que la inoculación artificial en grano. 
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 PUBLICACIONES 
Los resultados y conclusions obtenidos en este trabajo de Tesis han dado lugar a varios 
artículos científicos, citados a continuación: 
Cao, A., Santiago, R., Ramos, A.J., Marín, S., Reid, L.M., Butrón, A. (2013). Enviromental 
factors related to fungal infection and fumonisin accumulation during the development and 
drying of white maize kernels. International Journal of Food Microbiology [Enviado]. 
Cao, A., Butrón, A., Ramos, A.J., Marín, S., Souto, C., Santiago, R. (2013). Comparison of 
artificial inoculation techniques for assessing maize resistance to fumonisin contamination. 
Plant Pathology [Enviado]. 
Agüín, O., Pintos, P., Mansilla, P., Cao, A., Santiago, R., Butrón, A. (2013). Species of the 
genus Fusarium present in maize kernel grown in northwestern Spain. Plant Pathology 
[Enviado]. 
Otras dos publicaciones están siendo preparadas para su envío con los resultados obtenidos en 
el Capítulo 3.  
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 ANEXO: 
Preparación de soluciones y medios de cultivo 
 
• Tampón fosfato salino (PBS): 
En 1 L de agua destilada, 
· 8 g de NaCl2 
· 1,2 g de Na2HPO4 
· 0,2 g KH2PO4 
· 0,2 g KCl 
· Ajustar pH a 7,4 con HCl 1M 
 
• Solución derivatizante de o-ftaldehido (OPA): 
· 40 mg de o-ftaldehido 
· 1 ml de metanol en grado HPLC 
· 5 ml de tetraborato de disodio (NaH2B4O7·10 H2O)  0,1 M 
· 50 µl de 2-mercaptoetanol 
 
• Medio diclorán-rosa de bengala-cloranfenicol (DRBC): 
En 1 L de agua destilada, 
· 10 g de glucosa 
· 1 g de peptona 
· 1 g de KH2PO4 
· 0,5 g de MgSO4·7H2O 
· 25 mg de rosa de bengala 
· 2 mg de diclorán 
· 100 mg de cloranfenicol  
· 15 de agar 
 
• Medio agar verde malaquita (MGA): 
En 1 L de agua destilada, 
· 15 g de peptona 
· 1 g de KH2PO4 
· 0,5 g de MgSO4·7H2O 
· 2,5 mg de oxalato verde malaquita  
· 20 g de agar  
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 Medio Spezieller-Nährstoffarmer agar (SNA): 
En 1 L de agua destilada, 
· 1 g de KH2PO4 
· 1 g de KNO3 
· 0,5 g de MgSO4·7H2O 
· 0,5 g de KCl 
· 0,2 g de glucosa 
· 0,2 g de sacarosa 
· 20 g de agar 
 
• Medio patata destroxa agar (PDA) (en capítulo 4):  
· 800 ml de agua destilada 
· 200 ml de extracto de patata 
· 20 g de glucosa 
· 12 g de agar 
 
 
 Medio de extracto de maíz agar: 
El extracto de maíz se obtuvo a partir de hervir 30 g de maíz molido en 1 L de agua destilada durante 30 
min. Tras el filtrado se ajustó el volumen a 1 L para asegurar una concentración final de 3% (m/V). La 
actividad de agua (aW) del medio se ajustó mediante la adición de glicerol para conseguir el rango de aW 
deseado (Marín et al., 1995b). Finalmente se añadieron 12 g de agar por litro de solución. El  pH del medio 
fue 5,3. 
 
 Medio líquido de Bilay modificado: 
En 1 L de agua destilada, 
· 2 g de KH2PO4 
· 2 g de KNO3 
· 1 g de KCl 
· 1 g de MgSO4 
· 0,2 mg de FeSO4 
· 0,2 mg de FeCl3 
· 0,2 mg de MnSO4 
· 0,2 mg de ZnSO4 
· 1 g de dextrosa 
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